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Dermatofiti so vlaknate glive, ki večinoma povzročajo površinske okužbe kože, las in 
nohtov. Laboratorijska diagnostika teh okužb temelji na neposrednem mikroskopskem 
pregledu kužnin, njihovem gojenju na mikoloških gojiščih in identifikaciji na podlagi 
morfoloških lastnosti. Klasična identifikacija zahteva izkušnje in čas, zato v diagnostiko 
uvajamo hitrejše in objektivnejše metode prepoznavanja dermatofitov. Namen magistrske 
naloge je bil primerjati masno spektrometrijo (MS) MALDI-TOF (angl. matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight) in multipleksne verižne reakcije s polimerazo v 
realnem času (qPCR) za identifikacijo dermatofitov ter opredeliti ustreznost obeh metod za 
prepoznavo najpogostejših povzročiteljev dermatofitoz. Poleg tega je bil cilj naloge tudi 
uvesti protokol, s katerim bi dopolnili morfološko prepoznavanje dermatofitov, skrajšali čas 
do izvida in zmanjšali možnost subjektivnih napak. Izboljšati smo želeli tudi predpripravo 
vzorcev in omogočiti zanesljivejšo identifikacijo dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF 
tako, da smo primerjali rezultate analiziranih kultur, ki so zrasle na dveh različnih 
dermatofitnih gojiščih. Uporabili smo 103 pozitivne vzorce, ki so jih v Laboratoriju za 
diagnostiko glivičnih infekcij na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) 
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani prejeli v diagnostično testiranje. Vzorce smo 
najprej nacepili na dve različni trdni gojišči, in sicer sulfit-cikloserin-azidni agar (SCA) in 
ID-Fungi Plates ter v tekoče gojišče tioglikolatni bujon (TIO). Po 3–5 dneh smo s trdnih 
gojišč postrgali dermatofitne kulture in jih nanesli na ploščico za analizo z metodo MS 
MALDI-TOF. Iz tekočega gojišča TIO pa smo izolirali dermatofitno DNA in jo do analize 
z qPCR shranili v hladilniku pri –20 ℃. Multipleksno PCR v realnem času smo izvedli s 
komercialno dostopnim kompletom DermaGenius® 2.0. Po primerjavi in statistični analizi 
rezultatov analiz smo ugotovili, da je bila analizna specifičnost MS MALDI-TOF MS večja, 
če smo namesto gojišča SCA za gojenje dermatofitov uporabili gojišče ID-Fungi Plates. 
Poleg tega smo ugotovili, da je analitska specifičnost multipleksne metode qPCR v realnem 
času boljša kot pri MS MALDI-TOF, saj smo z njo lahko pravilno identificirali večje število 
dermatofitov z manjšim številom neuspešnih prepoznav. Zato menimo, da bi bila metoda 
multipleksne qPCR primerna za dopolnitev klasične diagnostike. Za ustrezno verifikacijo 
metode pa bi morali izvesti dodatno raziskavo, s katero bi lahko zanesljivo opredelili vse 
parametre, ki so ključni za vpeljavo novih metod v standardne operativne postopke 
rutinskega diagnostičnega laboratorija. 
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Dermatophytes are filamentous fungi, which in the majority of cases cause superficial 
infections of the skin, hair and nails. In clinical laboratory, they are routinely identified with 
the combined use of cultivation, microscopy of the morphological characteristics and 
MALDI-TOF MS. However, because dermatophytes are slow growing fungi it is necessary 
to wait from one to four weeks for a reliable identification.  
The purpose of this master’s dissertation was firstly to compare two methods, MALDI-TOF 
MS and multiplex qPCR, and secondly to evaluate whether these two methods provide good 
enough dermatophyte identification. Moreover, we wanted to establish a better identification 
protocol for the most clinically common dermatophytes and introduce it into the standard 
operating procedures in the clinical laboratory as an addition to morphological identification. 
In this way we would be able to shorten the time needed for diagnosis and lower the chance 
of subjective errors. Finally, we wished to attain a better identification with MALDI-TOF 
MS, and henceforth compared two different solid growing media for dermatophyte 
cultivation.  
Keeping this in mind, we cultivated 103 dermatophyte positive samples, which were sent to 
the Laboratory for Diagnostics of Fungal Infections at the Institute of Microbiology and 
Immunology, Faculty of Medicine, University of Ljubljana as clinical samples for diagnostic 
testing, on two solid growth media i.e., SCA and ID-Fungi Plates, as well as in a liquid 
growing medium TIO. After 3-5 days we identified the cultures with MALDI-TOF MS. 
From the liquid medium TIO we isolated the dermatophyte DNA with MagnaCycler and 
kept it frozen at -20 ℃ until we processed the samples with the DermaGenius® 2.0 kit which 
uses the multiplex qPCR method as an identification technique.  
The results of our study indicate that the analytical specificity of MALDI-TOF MS is 
improved when the dermatophytes are cultured on ID-Fungi Plates instead of SCA. Secondly 
the results indicate that multiplex qPCR has a greater analytical specificity compared to 
MALDI-TOF MS. Therefore, the study points to the conclusion that with additional 
verification, multiplex qPCR is a promising method with which we could improve the 
classical identification method that is used in the routine laboratory today. 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
APCI kemijska ionizacija pod atmosferskim tlakom (angl. atmospheric 
pressure chemical ionization) 
℃  stopinje Celzija 
Ct  pražni cikel (angl. treshold cycle) 
DG  Derma Genius® 2.0 (PathoNostics, Maastricht, Nizozemska) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
EI  elektronska ionizacija  
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju (angl. electrospray 
ionization) 
IDFP  komercialno trdno gojišče ID-Fungi Plates 
ITS  notranja prepisana regija (angl. internal transcribed spacer) 
MALDI ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo (angl. matrix assisted   
laser desorption ionization) 
MS  masna spektrometrija (angl. mass spectrometry) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
rDNA   ribosomska deoksiribonukleinska kislina 
RNA  ribonukleinska kislina 
rpm  vrtljaji na minuto 
rRNA  ribosomska ribonukleinska kislina 
qPCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real time 
polymerase chain reaction) 
SCA  sulfit-cikloserin-azidni agar (angl. sulfite cycloserine azide agar) 
TIO  tioglikolatni bujon – tekoče gojišče  
Tm  talilna temperatura (angl.  melting temperature) 




TOF   čas preleta (angl. time of flight) 





1.1 Poimenovanje in taksonomija dermatofitov 
Dermatofiti so vlaknate glive, ki jih uvrščamo v družino Arthrodermataceae (1, 2, 3). 
Njihovo taksonomsko opredeljevanje sta leta 1841 začela Robert Remak in David Gruby. 
Tekom let sta se njihovo poimenovanje in klasifikacija zaradi hitro se razvijajočih novih 
metodologij precej spreminjala. Tradicionalno uvrščamo dermatofite v tri rodove glede na 
morfološke značilnosti njihovih nespolnih razmnoževalnih struktur, in sicer: 
Epidermophyton, Microsporum in Tricophyton. Gojenje in vitro ter mikroskopski pregled 
njihovih morfoloških značilnosti sta se izkazala kot dobra diagnostična parametra pri svežih 
izolatih, težava pa se je pojavila pri njihovem dolgotrajnejšem vzdrževanju in v ponovljivosti 
rezultatov zaradi hitrega propadanja kultur (1).  
V zgodnjem obdobju njihove identifikacije so znanstveniki morfološko mutirane 
dermatofite uvrščali v različne skupine (glede na njihov fenotip), kar je privedlo do napak v 
klasifikaciji (4). Zaradi tega so Weitzman in sod. opredelili dodatne parametre, ki temeljijo 
na fizioloških značilnostih dermatofitov (5). Kot konvencionalni pristop k klasifikaciji je 
obveljala kombinacija ocene klinične slike, rasti na gojišču, mikroskopskega pregleda kultur 
in fiziologija dermatofitov (1).  
Temeljni način ločevanja med vrstami dermatofitov je še vedno način njihovega 
razmnoževanja, saj lahko plodne progenije tvorijo le dermatofiti iste vrste (2). Heterotalizem 
je proces, pri katerem nastanejo spolne oblike s spolnim razmnoževanjem gliv različnih 
paritvenih tipov (6).  
To odkritje je privedlo do uvedbe nazivov rodov Arthroderma in Nannizzia ter posledičnega 
dvojnega poimenovanja dermatofitov, ki temelji na njihovi anamorfni (nespolni) ali 
teleomorfni (spolni) obliki (1). Antropofilne vrste (njihov viri hranil so keratinozna tkiva 
človeka), ki se razmnožujejo na le en način, obravnavajo pretežno kot klonalne vrste, to pa 








Za natančno opredelitev vrste je potrebno pridobiti podatke o naravnem gostitelju, 
virulentnosti za neoptimalnega gostitelja, rasti in sporulaciji, metabolitih in načinu 
razmnoževanja, skupaj z določenimi molekularnimi lastnostmi (7). Poleg tega je napredek 
na tem področju privedel do odprave dvojnega poimenovanja dermatofitov (spolna/nespolna 
oblika), kot to zahteva današnja nomenklatura, ki pretežno temelji na filogenetskih 
povezavah (3, 9, 10). 
Danes uvrščamo v družino Arthrodermataceae devet rodov, določenih na podlagi 
filogenetskih raziskav: Arthroderma, Lophophyton, Nannizzia, Microsporum, Trichophyton, 
Epidermophyton, Paraphyton, Guaromyces in Ctenomyces (1,2).  
1.2  Splošno o dermatofitih 
Dermatofiti povzročajo površinske okužbe kože, nohtov, lasišča in las. Ker niso sposobni 
rasti pri 37 ℃, ne morejo prodreti v globlje plasti kože in povzročiti sistemskih okužb. 
Glavni povzročitelji dermatofitoz na področju Evrope so: Trichophyton rubrum, 
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton verrucosum, Trichophyton tonsurans, 
Epidermophyton floccosum in Microsporum canis (3).  
Dermatofite razdelimo glede na njihovo ekološko nišo in vir keratina, ki ga metabolizirajo, 
v tri skupine: antropofilne, geofilne in zoofilne. Geofilne vrste so saprobi, ki se prehranjujejo 
s keratinom iz zemlje, medtem ko antropofilne in zoofilne vrste za svojo rast in razvoj 
potrebujejo s keratinom bogata tkiva živega gostitelja, človeka ali živali. Zoofilne vrste se 
lahko preko neposrednega stika prenesejo z živali na človeka in povzročijo okužbe. Večina 
zoofilnih povzročiteljev je prilagojenih na enega gostitelja, npr. M. canis na mačke, 
Trichophyton verrucosum na govedo in Trichophyton erinacei na ježa (11, 12, 13). 
Večinoma so živali asimptomatski prenašalci, saj se povzročitelj prilagodi na njihov imunski 
sistem (2). Nevarnost prenosa okužbe na človeka je odvisna od razširjenosti zoofilnega 
povzročitelja in trajanja stika med človekom in živaljo (9).  
V različnih delih sveta je najpogostejši zoofilni dermatofit, ki se prenese iz živali na človeka, 
M. canis, saj ga prenašajo tako mačke kot psi, ki so najpogostejše domače živali (10). Glede 
na nekatere evropske raziskave pa v zadnjih letih narašča število okužb s Trichophyton 
benhamiae, ki pri ljudeh povzroča tineo corporis in tineo capitis zaradi stika z okuženimi 
morskimi prašički (11).      




Dandanes so v razvitem svetu dermatofitom najbolj izpostavljeni otroci, ki se okužijo preko 
asimptomatskih domačih živali. Tako postanejo vir zoonoz, ki jih moramo čim hitreje 
zaustaviti, da se okužba ne razširi na ostalo populacijo, npr. šolskih otrok. Poleg otrok sta za 
dermatofitozo najbolj dovzetni populaciji bolnikov z redkimi kongenitalnimi imunskimi 
pomanjkljivostmi in tistih, ki prejemajo imunosupresivno terapijo, saj obstaja nevarnost, da 
plesen razvije rezistenco proti antimikotikom in vivo, zaradi česar lahko pride do resnih 
kroničnih okužb (2, 9).  
Z encimsko razgradnjo keratina in razraščanjem hif povzročajo dermatofiti mehanske 
poškodbe v poroženelih slojih kože, nohtih in laseh. Posledice okužbe in njihovega 
razraščanja na koži se kažejo v obliki eritema in luščenja, v nekaterih primerih tudi kot pojav 
papul, vezikul in razjed. Patološke spremembe se iz središča okužbe širijo v okolico radialno. 
Skupno ime, s katerim označujemo okužbo z dermatofiti, je tinea, za bolj natančno 
opredelitev okuženega dela dodamo še besedo, ki označuje prizadeto mesto (npr. tinea pedis, 
tinea cruris, tinea corporis, tinea capitis) (3).  
Pri okužbi nohtov, ki jo imenujemo tinea unguium ali onikomikoza, ti postanejo zadebeljeni 
in lomljivi, po daljšem času pa se spremeni tudi njihova barva, saj postanejo rumenkasti. Ob 
okužbi lasišča lahko na prizadetem mestu opazimo rdečico, luščenje, papule in pustule, lasje 
pa postanejo krhki in razcepljeni (3). 
Ker gre za površinske okužbe, odvzamemo za mikrobiološko preiskavo z roba lezije 
prizadeto kožo, kamor se sprememba razrašča v zdravo tkivo. Vzorec kože ali postržek 
postrgamo s skalpelom in ga prinesemo v laboratorij v sterilni posodici. Vzorec nohta pa 
odvzamemo najpogosteje s sterilnimi škarjami, s katerimi odrežemo del, ki je patološko 










1.3 Diagnostika okužb z dermatofiti  
1.3.1 Gojenje in vitro 
Zaradi značilne klinične slike dermatofitoz lahko ob upoštevanju dejavnikov tveganja 
klinično diagnozo postavimo že na podlagi pregleda in anamneze, kar pa seveda ne zadošča 
za identifikacijo povzročitelja (1, 24, 25).  Zato sta odvzem vzorca in njegovo gojenje na 
gojišču še vedno ključna za postavitev pravilne diagnoze in uvedbo ustreznega zdravljenja 
(14).  
Najbolj uporabljena metoda za diagnostiko glivičnih okužb je izolacija povzročiteljev iz 
kulture in vitro, ki je nujna tudi za njihovo prepoznavo. Za izolacijo gliv ponavadi ne 
zadostuje eno samo gojišče, zato moramo odvzeti vzorec nanesti na vsaj dve različni rastni 
podlagi (selektivno in neselektivno gojišče), ki se med sabo razlikujeta v dodatkih (3,14).  
Neselektivno gojišče omogoča rast tako hitro rastočih kvasovk in plesni kot tudi tistih, ki 
rastejo počasneje (14). Temu gojišču pogosto dodamo cikloheksimid, ki zavira rast hitro 
rastočih kontaminantov ter oportunističnih gliv (Candida, Aspergillus), zato kot kontrolo 
poleg gojišča s cikloheksimidom vzorec vzporedno nacepimo tudi na gojišče, ki ga ne 
vsebuje (3,14). 
V praksi vzorce ob sumu na dermatofitozo nacepimo na tri trdna gojišča, ki jih inkubiramo 
pri sobni temperaturi. Prvo in najpogosteje uporabljano je standardno gojišče po Sabouraudu 
z dodatkom antibiotikov (kloramfenikol, gentamicin), ki omogoča rast vsem oportunistično 
patogenim glivam (1, 26). Sledi gojišče SCA (angl. sulfite cycloserine azide agar), ki 
vsebuje D-cikloserin in natrijev azid za selektivnost (Slika 1). Vsebuje železo in sulfit, ki ga 
dermatofiti potrebujejo za sulfitolizo (16).  
Tretje pa je gojišče SCA-FR, ki poleg že omenjenih dodatkov vsebuje še fenol rdeče (3). Ta 
služi kot indikator pH, saj ob presnavljanju beljakovin v gojišču dermatofiti medij 
alkalizirajo, sprememba pH pa se odrazi tako, da gojišče spremeni barvo iz rumenooranžne 
v rdečo (3). V primeru da se dermatofit v času gojenja vzorca na trdnih gojiščih namnoži, 
sledi neposreden mikroskopski pregled preparata kulture, v katerem iščemo glivne elemente 
(septirane razvejane hife ter mikro- in makrokonidije), kar je trenutno še vedno temeljni 
način diagnostike dermatofitoz (3). 
 
 




Gojenje dermatofitov ima več omejitev. Prva je ta, da je zanesljiva identifikacija gliv na 
podlagi kulture zahtevna. Za morfološko identifikacijo dermatofitov namreč potrebujemo 
laboratorijsko osebje z veliko izkušnjami pri prepoznavanju makroskopskih in 
mikroskopskih značilnosti kultur. Druga pomembna omejitev te metode pa je njena nizka 
občutljivost, ki je lahko posledica različnih vzrokov, npr.: bolniki pogosto ob odvzemu 
vzorca že prejemajo antimikotična mazila, vzorca je pogosto zelo malo, ali pa je odvzet 
nepravilno, itd. (18, 20).  
Rast dermatofitov je počasna in zato lahko postopek identifikacije opravimo najhitreje v 
slabem tednu dni. Včasih na gojiščih izoliramo tudi nedermatofitne plesni, kot so Fusarium 
spp., Aspergillus spp., in Alternaria spp., pri čemer izjemno težko interpretiramo njihov 
pomen, zlasti če jih osamimo iz spremenjenih nohtov. Težko namreč ocenimo, ali gre le za 
kontaminacijo ali za povzročitelja (15). 
Težavna identifikacija, ki zahteva visoko izobraženo in izkušeno osebje ter dejstvo, da so 
dermatofiti počasi rastoče plesni in je zato za negativen izvid potrebno počakati vsaj 28 dni, 
sta nas spodbudila, da smo začeli razvijati alternativne metode, kot sta MS MALDI-TOF 
(angl. matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) in PCR 
(angl. polymerase chain reaction)), ki bi lahko omogočale hitro detekcijo in prepoznavo 
dermatofitov, kvasovk in nedermatofitnih plesni, odvzetih s kože, las in nohtov (1, 18, 22).  
 
 








1.3.1.1 Mikroskopsko določanje morfoloških značilnost dermatofitov 
Za vsak rod dermatofitnih plesni je značilen specifičen način razraščanja na gojišču ter 
nastajanja makrokonidijev in mikrokonidijev. Za določanje vrste moramo upoštevati 
morfologijo kolonije, način nastajanja spor in zagotoviti hranila, ki so pomembna za rast 
dermatofitov in vitro. Za rodova Microsporum in Trichophyton so značilni tako 
makrokonidiji kot mikrokonidiji, medtem ko E. floccosum nikoli ne izdeluje mikrokonidijev 
pač pa zgolj makrokonidije z gladkimi stenami, ki se držijo v skupkih (po dva ali tri). M. 
canis naredi značilne, velike večcelične zašiljene makrokonidije z debelo in grobo steno, s 
pet do osem predelki na posamezen makrokonidij. T. rubrum ima značilno kapljičasto 
oblikovane mikrokonidije, ki nastajajo vzdolž hif ter cigarasto oblikovane, večcelične 
makrokonidije. Za T. mentagrophytes so značilni makrokonidiji v obliki cigare in okrogli ali 
kapljičasto oblikovani mikrokonidiji, ki se združujejo v gruče. Za T. tonsurans so značilni 
pleomorfni mikrokonidiji in interkalarni klamidokonidiji (14).  
Kožne biopsije dermatofitov so si med seboj morfološko podobne. V nativnem preparatu, ki 
ga rutinsko pripravimo z 10 - 20% KOH, vidimo hialine septirane hife, verižice 
artrokonidijev ali disociirane verižice artrokonidijev. Pri okužbi las dermatofiti izvedejo 
svojo invazijo na tri različne načine, ki so odvisni od njihove vrste: 
- ektotriks: artrokonidiji se razraščajo po zunanji površini lasu; 
- endotriks: artrokonidiji se razraščajo v notranjosti lasu; 
- favus: v lasu vidne so hife, artrokonidiji in prazni prostori, podobni zračnim 
mehurčkom (14). 
Prisotnost dermatofitov v histoloških preparatih lahko prikažemo z barvanjem s 
hematoksilinom in eozinom (HE). Najbolje jih vidimo z barvanjem z Gomori metanamin 
srebrnim barvilom (GMS) in s periodično kislim Schiffovim reagentom (PAS), ki sta 








1.3.2 Masna spektrometrija 
Masna spektrometrija (MS) je občutljiva, specifična in vsestranska analizna metoda, ki se je 
v zadnjih letih močno uveljavila v različnih kliničnih laboratorijih. Njeni začetki  so vezani 
na profiliranje metabolitov, kasneje pa se je ta tehnika razširila tudi na področje klinične 
toksikologije, kvantitativnega določanja hormonov in različnih presnovkov in se je 
nenazadnje uveljavila tudi pri hitri mikrobiološki identifikaciji in določanju protimikrobne 
rezistence, in sicer v obliki MS MALDI-TOF (29, 30). 
MS je analizna metoda, s katero izmerimo razmerje med maso in nabojem (m/z) pri ionih, 
ki izvirajo iz analitov v vzorcu (19). To nam omogoča tako kvantitativno oceno kot 
kvalitativno identifikacijo analitov. Metodo so v klinične laboratorije uvedli šele v zgodnjih 
70-ih letih prejšnjega stoletja, in sicer za profiliranje metabolitov v urinu in drugih telesnih 
tekočinah. V kliničnih laboratorijih so jo kasneje začeli uporabljati tudi za toksikološke 
analize tarčnih zdravilnih učinkovin, drog in njihovih presnovkov. Toda zaradi hitrega 
razvoja imunokemijskih tehnik v letih od 1970 do 1980 in nato še preusmeritve interesov 
znanosti s fenotipizacije na genotipizacijo v 90-ih letih (tehnike PCR, avtomatizirano 
sekvenciranje DNA, humane in mikrobiološke genomske študije) je bila MS nekako 
potisnjena v ozadje. Zaradi visoke cene inštrumentov, zahtev po izobraženem kadru in slabe 
avtomatizacije številnih z MS-povezanih tehnik je njena uporaba v kliničnih laboratorijih 
ostala precej omejena (29, 30). Ponovno je postala aktualna v zadnjem desetletju, sedaj pa 
je del standardne prakse za identifikacijo bakterij in gliv v mikrobioloških laboratorijih (17).  
1.3.2.1 Osnove masne spektrometrije - trda in mehka ionizacija 
Prvi korak pri MS je ionizacija vzorca (19). Poznamo trde in mehke načine ionizacije analita, 
ki se razlikujejo po jakosti energije, ki jo namenimo za ta proces (20). Najprej je MS 
omogočala analizo manjših molekul, kasneje pa tudi makromolekul. Glavni primeri mehke 
ionizacije so: elektrosprejna (ESI, angl. electrospray ionization), kemijska ionizacija pod 
atmosferskim tlakom (APCI, angl. atmospheric pressure chemical ionization), kemijska (CI, 
angl. chemical ionisation) in ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI) (27, 29, 
33, 34). S slednjim načinom pri ionizaciji ne prekinemo kovalentnih vezi v analitu (17).  
 
 




Za trdo ionizacijo analita moramo uporabiti večjo količino energije kot za mehko, kar 
omogoči cepitev kovalentnih vezi (22). Klasični primer je elektronska ionizacija (EI), pri 
kateri poteče fragmentacija analita na hčerinske ione različnih velikosti (23). Značilna je tudi 
ionizacija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS), kjer analit izpostavimo zelo visokim 
temperaturam argonove (Ar) plazme in tako dosežemo nastanek pretežno enoatomskih ionov 
(24).   
Najpomembnejši oz. najpogostejši načini ionizacije analita so: EI, sklopljena z GC-MS; ESI, 
sklopljena s tekočinsko kromatografijo in tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) 
ter MALDI, sklopljen s TOF (17). Ionizacijo v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI) sta 
razvila Karas in Kruger, za analizo makromolekul pa jo je prvič uporabil Takana (29, 33).  
Za razliko od EI in ESI, ki sta primarno uporabni za ionizacijo analitov v plinastem in 
tekočem stanju, MALDI uporabljamo za analizo trdnih vzorcev. Na trden vzorec nanesemo 
matriks, ki absorbira UV-svetlobo in pustimo, da se osuši, pri čemer kristalizira. Analit 
ionizira, ko vzorec, prekrit z matriksom, obsevamo z laserjem. Ionizacija poteče v dveh 
korakih. Med obstreljevanjem z laserjem se najprej ionizira matriks, v naslednjem koraku 
pa se naboj z desorpcijo prenese na analit v vzorcu (Slika 2) (29, 30). 
 
 








Analizator TOF ločuje molekule glede na njihove fizične in kemijske lastnosti tako, da 
pospešuje njihovo gibanje skozi cev, v kateri je električno polje. Medtem ko ioni potujejo 
skozi cev, se ločujejo na podlagi hitrosti, ta pa je odvisna od naboja, ki so ga pridobili v 
procesu ionizacije in njihove mase (Slika 3). Napetost in dolžina cevi, skozi katero potujejo 
ioni, sta konstantni, tako da je razmerje med maso in nabojem molekul proporcionalno 
kvadratu časa njihovega preleta (26).  
Analizator ima na osnovi časa preleta teoretično neomejen masni razpon in je zato primeren 
za analizo makromolekul, še posebej kadar je sklopljen s tehnikama ESI ali MALDI, pri 
katerih dosežemo ionizacijo s pulzirajočim laserjem. Analizator TOF je občutljiv za 
temperaturne spremembe, ki so posledica toplotnega raztezanja cevi, v kateri potujejo ioni. 
Prav tako je za njegovo delovanje potreben visok vakuum, poleg tega pa, ima tudi ožje 
dinamično območje za kvantifikacijo (41, 42). 
Z metodo MALDI-TOF analiziramo maso in naboj vsakega iona, ki doseže detektor, 
rezultate pa z razmerjem m/z. Analizator TOF meri čas, ki ga ioni z določenim nabojem 
potrebujejo, da prepotujejo merilno cev. Na podlagi meritev se izriše značilni spekter, nato 
pa računalnik izvede identifikacijo, s tem da spekter neznanega vzorca (npr. 
mikroorganizma) primerja s podatki iz obstoječe knjižnice. Glede na stopnjo ujemanja 
dobljenega spektra s tistimi v knjižnici, določi rod, vrsto ali podvrsto v vzorcu prisotnega 
mikroorganizma. Prednosti te analizne metode so: natančnejše oz. točnejše prepoznavanje 
mikroorganizmov v primerjavi s konvencionalnimi metodami, nižji stroški in kar je zelo 




Slika 3: Shematski prikaz izvedbe analize z metodo MS MALDI-TOF; prirejeno po (3). 




1.3.3 Masna spektrometrija MALDI-TOF za analizo dermatofitov 
Z metodo MALDI-TOF lahko identificiramo posamične kolonije bakterij in gliv, ki zrastejo 
na mikrobiološkem gojišču. Priporočena predanalitska faza je popolna proteinska 
ekstrakcija, ki temelji na zaporedni obdelavi poraslega micelija z absolutnim etanolom, 70% 
mravljično kislino in acetonitrilom ter vmesnim stresanjem in centrifugiranjem (31). 
Postopek vedno izvedemo skladno  z navodili proizvajalca analizatorja MALDI-TOF  (31).  
Ker je omenjeni ekstrakcijski postopek precej dolgotrajen, pri vsakdanjem delu v 
laboratorijih uporabljamo tudi neposreden pristop predanalitske priprave dermatofitov (32). 
Ko dermatofitna kultura zraste na trdnem gojišču, jo postrgamo s sterilnim zobotrebcem in 
jo nanesemo na s krogom označena polja (angl. spot) na jekleni ploščici, ki je primerna za 
uporabljeni aparat. Nato na s krogom omejeno polje, na katerem je namazana dermatofitna 
kultura, nanesemo 70% mravljično kislino in ko se ta posuši, na vrh nanesemo še matriks 
(29, 30).  
Z metodo MALDI-TOF lahko zaznamo proteine v razponu od 2 do 20 kDa. Identifikacija 
dermatofitov temelji na spektrih, ki jih analizator MALDI-TOF poda na podlagi vrstno 
specifičnih ribosomskih proteinov in nekaterih drugih kontrolnih, t.i. »housekeeping« 
beljakovin (33). Mikroorganizmi imajo namreč značilne proteinske »prstne odtise« (angl. 
fingerprint), ki so vrstno specifični in jih analizator primerja z obsežno vgrajeno knjižnico 
spektrov, ki jo uporabi za njihovo identifikacijo. Tako lahko posamezen mikroorganizem 
identificiramo do nivoja vrste (17).  
Metodo danes v vsakdanjem laboratorijskem delu uporabljamo v kombinaciji z gojenjem 
vzorca in mikroskopskim pregledom preparata kulture. Ker pa imajo dermatofiti v svojih 
kolonijah več različnih struktur (hife, konidiji), je njihova identifikacija z MS MALDI-TOF 









1.3.3.1 Kritične točke MS MALDI-TOF pri identifikaciji dermatofitov v kliničnem 
laboratoriju 
Trdno gojišče 
Čeprav navajajo raziskave različnih avtorjev nasprotujoče si rezultate, se še vedno držimo 
načela, da je izbira trdnega gojišča pomembna za gojenje dermatofitov, saj vpliva na 
fiziologijo in izražanje beljakovin filamentnih gliv (22, 39).  
Težava pri uporabi trdnih gojišč je tudi odvzem vzorca dermatofitne kulture, ki ga nanesemo 
na ploščico za analizo z MS MALDI-TOF. Dermatofiti se namreč med gojenjem zaraščajo 
globoko v gojišče in s tem, ko jih površinsko postrgamo s sterilnim zobotrebcem, poleg same 
kulture nehote zajamemo tudi del gojišča. Zato so spektri, ki jih dobimo z meritvami z MS 
MALDI-TOF, kontaminirani z agarjem, to pa je vzrok na slabše identifikacijske rezultate 
(angl. identification score). Ekstrakcijski postopki, s katerimi bi lahko dobili čiste vzorce in 
signifikantne spektre, so preveč dolgotrajni in zahtevni za uporabo pri vsakdanjem 
laboratorijskem delu (32).  
Zaradi vseh naštetih težav se je pojavila potreba po trdnem gojišču, ki bi omogočilo lažji 
površinski odvzem vzorcev kultur. Novost na tem področju predstavlja gojišče ID-Fungi 
Plates (Conidia®, Quincieux, Francija). Na njegovi površini se nahaja selektivno prepustna 
membrana, ki omogoča prehajanje hranil do dermatofitov in s tem njihovo površinsko 
razrast, hkrati pa je nepropustna za vraščanje hif v gojišče, s čimer omogoča, da lahko 
enostavno zajamemo vzorec čiste kulture s površine (32).  
Inkubacijski čas 
Dermatofiti v času rasti na trdnih gojiščih pridobijo različne makroskopske in mikroskopske 
značilnosti. Najprej razvijejo micelij, nato pa spore, ki rastejo okoli ali z vrha hif. Zaradi 
različnih razvojnih stopenj tekom rasti, ki jih spremljajo modifikacije v strukturi celične 
stene, se s starostjo kultur spreminjajo tudi njihovi značilni spektri MALDI-TOF. Študije 
različnih časov inkubacije oz. gojenja ter analiz vzorcev kultur z MS MALDI-TOF so 
pokazale, da podaljševanje inkubacijske dobe ne omogoča zanesljivejše identifikacije. Ta je 
sicer z uporabo MS MALDI-TOF mogoča, še preden se v kulturi pojavijo značilne 
morfološke karakteristike dermatofitov (36).  
 
 




Ekstrakcija proteinov in uporaba matriksa 
Najenostavnejši pristop pri identifikaciji dermatofitov je neposredna analiza njihovih 
intaktnih celic ali spor (37). Ker pa so filamentne glive večje in imajo rigidnejšo celično 
steno, ki je primarno sestavljena iz polisaharidov, lahko variirajo glede na taksonomsko 
skupino, ki ji pripadajo (hitin, β-glukani, manan, galaktomanan, arabinogalaktan, 
ramnomanan), ter glede na manjši delež proteinov, lipidov in polifosfatov. Zato je v 
nekaterih primerih potreben dodaten izolacijski korak proteinov z uporabo kislih topil (npr. 
mravljična kislina) ali z mehanskim razbijanjem celičnih struktur na kroglicah (angl. bead 
disruption) (30).  
Različni avtorji navajajo uporabo različnih matriksov za izvedbo analize z MS MALDI-
TOF, npr. 2,5-dihidroksibenzojske kisline (DHB), α-ciano-4-hidroksicinamske kisline 
(CCA) ali sinapinske kisline (SA), skupaj z organsko podlago iz piridina (Py), tributilamina 
(TBA) ali N,N-dimetiletilendiamina (DMED) (29). Danes se za analizo dermatofitov kot 
matriks najpogosteje uporablja CCA (38). 
Taksonomija in reševanje vprašanj o vrsti dermatofitov 
Veliko avtorjev poroča o konstantnih napakah pri identifikaciji dermatofitov. Različne 
raziskave so namreč razkrile pogoste zamenjave T. mentagrophytes za T. tonsurans, T. 
rubrum za T. sundanense ali T. violaecum (52, 53). Še posebej je vprašljiva definicija »vrste« 
dermatofitov in njihova taksonomska klasifikacija, ki so jo predlagali Gräser in sod. (41).  
Skladno z njo so si nekateri biotipi, ki so bili včasih na podlagi morfologije in poteka okužbe 
nedvoumno opredeljeni kot posamezne vrste dermatofitov, na podlagi analize DNA in 
populacijske genetike, sorodni. To velja npr. za T. rubrum in T. soudanense, ki ju je na 
podlagi zaporedij ITS (angl. internal transcribied spacer) v genih za ribosomske RNA 
nemogoče razlikovati. To seveda predstavlja težavo pri določanju vrste in uvedbi jasne 
klasifikacije. Omenjeni avtorji so zaključili, da je potrebno rezultate molekularno-bioloških 








V kompleks T. rubrum uvrščamo dve antropofilni vrsti, in sicer T. rubrum in T. violaceum, 
razlikovanje katerih je, na podlagi dosedanje taksonomije, določene z MS MALDI-TOF in 
obstoječe knjižnice referenčnih spektrov, omejeno. Nizka taksonomska resolucija, ki jo 
omogoča MS MALDI-TOF, velja tudi za T. mentagrophytes. Poleg tega so masni vrhovi v 
spektru T. tonsurans prisotni tudi v spektru T. interdigitale (35).  
Nejasnosti v taksonomiji in neprecizne spektralne knjižnice bodo zato z analizo MS 
MALDI-TOF avtomatsko napačno identificirale dermatofite. Za boljšo identifikacijo s to 
metodo bi morali trenutno razpoložljive knjižnice nujno posodobiti z naborom spektrov 
nedvoumnih oz. čistih izolatov različnih vrst filamentnih gliv. Standardni pristop trenutno 
temelji predvsem na določanju zaporedij ITS v genih za ribosomske RNA, ki pa bi jih bilo 
nujno potrebno posodobiti skladno z novo klasifikacijo dermatofitnih vrst (28,  55). 
1.3.4 Molekularno-biološke metode  
Identifikacija dermatofitov na podlagi morfoloških značilnosti v njihovih kulturah in vitro 
je včasih zahtevna zaradi variabilnosti med izolati in hkratnega prekrivanja nekaterih 
značilnosti med različnimi vrstami filamentnih gliv (13). Klasično gojenje dermatofitov 
omejujeta visoka deleža lažno negativnih rezultatov, takrat ko glive ne porastejo na gojišču, 
in dolg inkubacijski čas (43).  
Da bi premostili težave, povezane s konvencionalnimi identifikacijskimi metodami, so se 
raziskovalci usmerili v razvoj različnih občutljivih in specifičnih molekularno-bioloških 
metod, ki temeljijo na ekstrakciji DNA iz kliničnega vzorca za nadaljnje analize z metodami 
PCR ali qPCR (57, 58).  
DNA lahko iz vzorca izoliramo s klasično metodo fenol-kloroform ali pa z uporabo 
komercialno dostopnih ekstrakcijskih  kompletov (46). Pri tem pa moramo upoštevati 
dejstvo, da keratin, prisoten v kliničnem vzorcu, zavira uspešno izolacijo DNA, zato je 
potreben dodaten korak, s katerim ga razgradimo. To lahko dosežemo na mehanski način in 
z encimsko razgradnjo s proteinazo K ali pa neencimsko, z uporabo raztopine Na2S (47). 
Šele ko iz vzorca izoliramo dovolj kvalitetno DNA za amplifikacijo s PCR, jo lahko 
uporabimo za namen molekularno-biološke diagnostike (45).  
 
 




Prve raziskave na tem področju so se osredotočale na hitro detekcijo prisotnosti dermatofitov 
v kliničnih vzorcih na podlagi zaporedij genov za ribosomske RNA (t.i. ribosomske DNA), 
brez da bi identificirali vrsto povzročitelja bolezni. V nadaljnjih raziskavah pa so se usmerili 
v bolj specifična zaporedja DNA, ki omogočajo prepoznavo do rodu in vrste dermatofita 
(48).  
Večje premike proti temu cilju je omogočila uporaba različnih molekularno-bioloških 
pristopov, kot so: analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP, angl. 
restriction fragment length polymorphism assays) mitohondrijske DNA, sekvenciranje regij 
ITS ribosomske DNA, sekvenciranje genov, ki kodirajo zapise za določene beljakovine, 
PCR z uporabo poljubnih začetnih oligonukleotidov, elektroforeza ali hibridizacija post-
PCR, pan-dermatofitna ugnezdena PCR in »fingerprinting« PCR (54, 55, 56, 57, 58).  
Čeprav so molekularno-biološke metode v primerjavi s klasičnim pristopom gojenja 
dermatofitov v kulturi in vitro, veliko bolj občutljive, pa obstajajo tudi opazne razlike med 
njimi. Da bi lahko oblikovali čim boljši molekularno-biološki pristop, ki bi bil hiter, 
ekonomičen in tehnično nezahteven ter omogočal zanesljivo diagnostiko, še vedno 
potrebujemo primerjalne raziskave (46). Ker so dermatofiti filogenetsko precej sorodni, 
moramo za njihovo razlikovanje določati prisotnost visoko variabilnih področij v genomu, 
kot so ITS in mikrosatelitne regije, za kar so najprimernejši kvantitativni qPCR ali različne 













1.3.4.1 PCR v realnem času 
PCR v realnem času (qPCR; angl. real-time PCR) je hitra in občutljiva metoda, ki omogoča 
detekcijo enega ali več vrst dermatofitov neposredno iz kliničnega vzorca z uporabo za 
posamezno vrsto-specifičnih sond (Slika 4). Ker temelji na zaprtem sistemu, zagotavlja 
manjšo možnost kontaminacije (24, 61).  
Med značilnosti qPCR sodijo hitrost izvedbe, možnost kvantifikacije, spremljanje 
zdravljenja, določanje obsega inhibicij v kliničnih vzorcih, a tudi višja cena. Vendar pa višje 
stroške upraviči večje število vzorcev, ki jih lahko vključimo v preiskavo (46). V okviru 
različnih raziskav so že potrdili, da je diagnostika dermatofitov z uporabo qPCR v realnem 
času uspešna in zagotavlja veliko višjo občutljivost v primerjavi z običajnimi metodami (51).  
Z uporabo začetnih oligonukleotidov, ki zaznavajo prisotnost določenih zaporedij ITS in 
analizo talilnih krivulj, so dokazali, da lahko z qPCR zanesljivo določimo vrste dermatofitov, 
in sicer tako v vzorcih kultur, ki so bile pozitivne na njihovo prisotnost, kot tudi v nekaterih 
vzorcih tistih, kjer niso opazili njihovega razraščanja na gojišču (52).  
Z qPCR lahko zanesljivo določimo razlike med vrstami dermatofitov in to v krajšem času, 
saj lahko preskočimo gojenje in jih detektiramo neposredno iz kužnine. Prav tako pa ta 
metoda omogoča tudi razlikovanje med dermatofiti in nedermatofitnimi plesnimi (45).  
 
Slika 4: Shematski prikaz principa postopka qPCR z uporabo barvila SYBR Green in sonde 
Taqman; prirejeno po (4). 




1.3.4.2 Multipleksna PCR v realnem času 
Princip multipleksne qPCR temelji na prileganju specifičnih začetnih oligonukleotidov ali 
sond na posamezne tarčne DNA, s tem pa detekcijo in identifikacijo več vrst dermatofitov 
hkrati, v eni sami reakciji PCR (56, 58). Če bo v vzorcu prisotna tarčna DNA, se bo nanjo 
vezal ustrezen začetni oligonukleotid, kar bo omogočilo njeno pomnoževanje s PCR (35).  
V drugem koraku pa se bodo na pomnoženo tarčno DNA vezale fluorescentno označene 
sonde (Slika 5). Detekcija poteka med amplifikacijo in analizo talilne krivulje v aparatu, ki 
omogoča analizo v realnem času tako, da detektor zazna različne barve fluorescence v 
ločenih detekcijskih kanalih (43).  
V reakcijo običajno vključimo interno kontrolo, ki omogoča razlikovanje med resnično in 
lažno negativnimi rezultati. Slednji so lahko posledica razgradnje nukleinskih kislin, 
prisotnosti zaviralcev reakcije PCR ali drugih napak pri izvedbi testa. V vsak test vključimo 
tudi pozitivno in negativno kontrolo  (43).  
Multipleksna qPCR omogoča učinkovitejšo detekcijo tarčnih nukleotidnih zaporedij  in 
zmanjša možnost lažno negativnih rezultatov (45).  
 
Slika 5: Shematski prikaz principa delovanja multipleksne qPCR; prirejeno po (5). 
 
Sekvenciranje DNA je koristno za točno opredelitev vrste dermatofita. Najbolj informativna 
in zanesljiva polimorfizma, na podlagi katerih določamo posamezne vrste dermatofitov, sta 
ITS1 in ITS2 (angl. internal transcribed spacers). Obdajajo ju zaporedja DNA, ki nosijo 
zapis za 5.8S rRNA, nukleotidno zaporedje 26S in gen TEF-1α (angl. translation elongation 
factor) (18, 58, 69). 




ITS je segment DNA, ki leži med veliko (23S) in majhno (18S) podenoto rDNA. Pri 
evkariontih se ITS1 nahaja med 18S in 5,8S rDNA, ITS2 pa med 5,8S in 26S rDNA (35). 
Med vrstami lahko razlikujemo  tudi na podlagi zaporedij 28S rDNA, toda v manjši meri kot 
na podlagi drugih zaporedij rDNA. Za prepoznavanje vrste dermatofitov so določali tudi 
zaporedje genov, ki nosijo zapis za topoizomerazo II, hitin sintazo 1 in določene 
mikrosatelitne označevalce (24, 58).  
Identifikacija vrste dermatofita na podlagi primerjave zaporedij v javno dostopnih bazah 
NCBI (angl. National Center for Biotechnology Information) je problematična, saj te 
vsebujejo identična nukleotidna zaporedja (še posebej ITS in 28S) za različne vrste, vzrok 
za to pa so: nestrinjanja strokovnjakov glede nomenklature, napake pri identifikaciji in 
predvsem slab nadzor nad vnosi zaporedij (13).  
Tej težavi se lahko izognemo z uporabo novejših, bolj posodobljenih in nadzorovanih 
podatkovnih baz z zaporedji ITS, ali pa tako, da laboratorij zgradi svojo podatkovno bazo 
sam (51, 63). 
1.3.4.3 Kritične točke tehnik PCR  
Heterogenost vzorca 
Tehnike PCR so primerne za neposredno identifikacijo dermatofitov takrat, ko lahko 
zberemo zadostno količino vzorca, kar pa v praksi ni vedno izvedljivo. Večinoma za 
preiskavo kože in nohtov odvzamejo premajhno količino vzorca, pri onikomikozi pa je 
količina vzorca spremenljiva, zato je avtomatizacija postopka težavna (24, 69).  
Nevarnost kontaminacije in interpretacija rezultata 
Zavedati se moramo možnosti kontaminacije in posledično lažnih pozitivnih rezultatov. Še 
posebej je to izrazito v primeru uporabe ugnezdene ali pol-ugnezdene PCR, kjer produkt 
PCR re-amplificiramo. Možnost kontaminacije pri qPCR pa je manjša (13). Metode PCR so 
lahko v nekaterih primerih preveč občutljive in zato zaznajo prisotnost kontaminantov 
namesto povzročiteljev bolezni. Zato je še vedno priporočena interpretacija rezultatov skupaj 








Relativna pomembnost hitrih rezultatov 
Rezultate tehnik PCR lahko pridobimo že v roku 24 ur, medtem ko moramo na izsledke pri 
gojenju kultur dermatofitov čakati od enega do treh tednov. Seveda pa se moramo zavedati 
dejstva, da diagnostika prisotnosti ter prepoznava dermatofitov ni urgentna preiskava. 
Zoofilne in geofilne vrste dermatofitov, kot so Trichophyton benhamiae, T. mentagrophytes 
var. mentagrophytes, T. ernacei in T. verrucosum pri ljudeh povzročajo močno vnetje,  
medtem ko antropofilne vrste, kot sta T. rubrum in T. mentagrophytes var. interdigitale, v 
večji meri povezujemo z dolgotrajnimi, dalj časa trajajočimi (kroničnimi) okužbami z 
manjšim obsegom vnetne reakcije. V redkih primerih, pri katerih gre za burne imunske 
odzive, še posebej pri tinei capitis, pa ima natančno določanje etiologije povzročitelja večji 
pomen, saj omogoči izbiro ustreznega zdravljenja (13). 
Cena in učinkovitost 
Identifikacija dermatofitov s tehnologijo PCR ostaja cenovno dostopna, vključno z 
ekstrakcijo DNA in samo PCR. Pomemben je tudi čas, ki ga laboratorijsko osebje porabi za 
izvedbo tovrstnih preiskav. Tega lahko do neke mere optimiziramo z ustrezno organizacijo 
















1.4  Zakaj je hitra in občutljiva diagnostika pomembna? 
Dermatofitoza je ena najbolj nalezljivih človeških infekcijskih bolezni, ki pogosto poteka 
kronično in lahko povzroči nepopravljive poškodbe kože, las in nohtov, če je ne zaznamo in 
zdravimo v pravem času (54). Težava pri okužbah z zoofilnimi dermatofiti je, da povzročajo 
hujšo klinično sliko kot antropofilni, ki se vedno prenašajo preko neposrednega stika z osebe 
na osebo (55). Klinična prezentacija dermatofitoze pogosto zajema izpadanje las, luščenje 
kože in nastanek krožnih lezij. Ti znaki so podobni kot pri nekaterih drugih kožnih boleznih, 
kar otežuje izbiro zdravljenja (56).  
Izolacija in identifikacija dermatofita, ki je povzročitelj okužbe, sta ključni za izbiro 
učinkovitega vrstno specifičnega zdravljenja. Tako npr. pri tinei capitis zdravimo okužbe s 
T. tonsurans krajši čas kot tiste z M. canis. Prav tako je pomembno, da razlikujemo med 
dermatofitnimi in nedermatofitnimi okužbami, saj ni nujno, da se bodo slednje odzvale na 
standardno dermatofitozno terapijo (57). Nedermatofitne plesni, kot so Fusarium, 
Acremonium in Aspergillus, lahko povzročajo onikomikozo in se ne odzivajo na sistemsko 
zdravljenje s terbinafinom in itrakonazolom (58).  
Čeprav je zdravljenje s terbinafinom ali azoli uveljavljeno za zdravljenje onikomikoz in 
okužb z dermatofiti, lahko, ob okužbi z nedermatofitnimi plesnimi in neučinkovitosti teh 
zdravilnih učinkovin, napačno sklepamo na prisotnost rezistentnih dermatofitov. Zato je 
nujno, da povzročitelja zanesljivo prepoznamo, določimo njegov etiološki izvor in izberemo 
ustrezno zdravljenje. Določanje izvora infekcije in njena odstranitev preprečita ponovno 
okužbo bolnika in drugih oseb (45). Molekularno-biološke metode omogočajo veliko 
hitrejšo diagnostiko kot standardne, pri čemer lahko z njimi tudi neposredno identificiramo 
vrsto prisotnega dermatofita, ki je potrebna za izbiro ciljanega zdravljenja in epidemiološke 
raziskave. Argument proti vpeljavi molekularno-bioloških metod v diagnostiko predstavlja 
na prvi pogled precejšen dodaten strošek, ki pa izgubi svoj pomen zaradi njihovih številnih 
prednosti. Pomembno je namreč, da se  zavedamo, da je v veliko primerih (še posebej pri 
okužbi nohtov) po prvem gojenju dermatofitov v kulturi identifikacija dermatofitov 
neuspešna, kar povzroči dodate stroške zaradi ponovnega gojenja, pri čemer mora bolnik 
pred tem ponovno obiskati zdravnika. Nenazadnje pa lahko tudi zdravila za topikalno 
uporabo, ki jih bolniki lahko kupijo v lekarnah, pomembno zmanjšajo občutljivost kulture, 
medtem ko naj bi na izsledke molekularno-bioloških diagnostičnih metod njihova uporaba 
vplivala le v manjši meri (58, 61, 76).   




2 NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge želimo proučiti možnosti za dopolnitev klasičnega pristopa 
identifikacije dermatofitov, ki trenutno temelji na njihovem gojenju in vitro ter 
mikroskopskem pregledu njihovih morfoloških značilnosti v kulturah. Cilji našega dela so: 
skrajšanje časa, potrebnega za diagnostiko najpogostejših dermatofitov, zmanjšanje možnost 
pojavljanja subjektivnih napak ter izboljšanje obravnave pacientov. 
V ta namen bomo primerjali uporabi metod masne spektrometrije (MS)  MALDI-TOF in 
multipleksne PCR v realnem času (qPCR) ter ugotavljali, katera od teh je primernejša za 
identifikacijo klinično najpogostejših dermatofitov pri nas.  
Prav tako želimo izboljšati predpripravo vzorcev za prepoznavanje dermatofitov z metodo 
MS MALDI-TOF, zato bomo primerjali dve trdni gojišči, in sicer SCA in ID-Fungi Plates, 
ki omogočata namnožitev dermatofitov, ki je potrebna za izvedbo omenjene preiskave.  
V okviru magistrske naloge želimo preveriti naslednji delovni hipotezi:  
- Molekularno-biološka metoda multipleksne qPCR z uporabo komercialnega 
kompleta DermaGenius® omogoča zanesljivo identifikacijo najpogostejših 
povzročiteljev dermatofitoz pri nas in je za prepoznavo klinično najpogostejših 
dermatofitov primernejša od metode MS MALDI-TOF. 
- Trdno gojišče ID-Fungi Plates omogoča zanesljivejšo prepoznavanje dermatofitov z 











3 MATERIALI IN METODE  
3.1 Materiali 
3.1.1 Vzorci 
V raziskavo smo vključili 103 izolate dermatofitnih plesni, ki so jih v Laboratoriju za 
diagnostiko glivičnih infekcij na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 
fakultete (IMI) Univerze v Ljubljani osamili iz kliničnih vzorcev, prejetih za namen 
njihovega diagnostičnega testiranja. Izmed kliničnih vzorcev, prejetih v obdobju od 
novembra 2019 do junija 2020, smo izbrali 103 izolate, ki smo jih uporabi za naše raziskave, 
in to potem, ko so bili izvidi naročniku že izdani. Izolate so do uporabe shranili v inkubatorju 
pri 25 ℃. Najprej smo dermatofite v njih identificirali z metodo MS MALDI-TOF in 
mikroskopiranjem morfoloških značilnosti njihovih kultur. Iz vzorcev smo izolirali tudi 
DNA in jo hranili pri –20 ℃. Izolirano dermatofitno DNA pa smo nato identificirali z 
multipleksno qPCR.  
3.1.2 Laboratorijski material 
- destilirana voda  
- stojalo za vzorce 
- pipete (0,5-10 µL, 10-100 µL in 100-1000 µL) 
- nastavki za pipete 
- plastične mikrobiološke zanke 
- parafilm 
- centrifugirke (Falcon, BD, ZDA) 
- 70% mravljična kislina 
- matriks HCCA (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija) 
- komplet DermaGenius®  2.0 Complete za multipleksno qPCR (PN-401) 









3.1.3 Gojišča  
Gojišča, ki smo jih uporabljali, so kupili (komercialno dostopna) in pripravili v Službi za 
pripravo gojišč in reagentov IMI (Preglednica I). 
Uporabljena gotova komercialna gojišča: 
- ID-Fungi PlatesTM (Conidia®, Quincieux, Francija) 
Hišna gojišča: 
Preglednica I: Sestava hišnih gojišč 
Gojišče Sestava  
SCA mikološki pepton 10 g 
glukoza 20 g 
agar 14,5 g 
destilirana voda 1000 mL 
Dermasel selektivni dodatek, 
Oxoid SR0075E (raztopljen v 
6 mL 50% etanola) 
2 steklenički 




kvasni izvleček 5,0 g 
glukoza 5,5 g 
NaCl 2,5 g 
L-cistein 0,5 g 
Na-tioglikolat 0,5 g 
Bacto-agar 0,75 g 
resazurin 0,001 g 
Hemin 5 mg/mL 
vitamin K 1 mg/mL 
destilirana voda  




3.1.4 Laboratorijska oprema 
- LightCycler 480 II (Roche, Basel, Švica) 
- MagNA Pure Compact System (Roche, Basel, Švica) 
- Inkubator 35 ℃ (Bidner, Tuttlingen, Nemčija) 
- Centrifuga 
- Laminar 
- Bruker BioTyper (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija) 
- Kalibrirane pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
3.2  Metode 
3.2.1 Priprava čiste kulture dermatofitov in gojenje 
Vse na dermatofite pozitivne vzorce smo najprej precepili na dve trdni gojišči, IDFP in SCA, 
ter tudi v tekoče gojišče TIO. Vsa tri gojišča smo inkubirali pri temperaturi 30 ℃, pri čemer 
smo trdni inkubirali 2–3 dni oziroma do porasta dermatofitov, tekoče pa smo inkubirali pri 
isti temperaturi do porasta plesni (3–4 tedne).  
3.2.2 Identifikacija dermatofitov z MS MALDI-TOF  
Potem ko so dermatofiti na trdnih gojiščih zrastli, smo posamezno kolonijo oz. kulturo na 
trdnem gojišču postrgali s sterilnim zobotrebcem in jo v dvojniku nanesli na ustrezne 
položaje na jeklenem nosilcu MALDI. Nato smo na mesta, na katerih smo razmazali vzorce 
kolonij, nanesli po 1,2 uL 98% mravljične kisline, nekaj minut počakali, da se je ta 
popolnoma posušila in nato na vsak vzorec nanesli še enak volumen matriksa (HCCA, 
Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). Počakali smo, da je kristaliziral, nato pa ploščico 
vstavili v napravo Bruker Biotyper (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija).  
Analizo MS MALDI-TOF smo zagnali s programsko opremo MBT Microflex Flex Control 
verzija 4.1 (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija), ki primerja dobljene masne spektre vzorcev 
s spektri v svoji knjižnici. Ujemanje masnih spektrov podaja v obliki numeričnih vrednosti 
(angl. score value). Identifikacija prisotnih dermatofitov je bila zanesljiva, če je bila vsaj ena 
izmed vrednosti, določenih v duplikatu, ≥1,70 (Preglednica II). Poleg vzorcev smo na prvo 








Preglednica II: Vrednotenje rezultatov analize z MS MALDI-TOF 
Vrednosti (score 
value) 
Opis Oznaka Barva 
2,00–3,00 Identifikacija visoke 
zanesljivosti  
(+++) Zelena 
1,70–1,99 Identifikacija nizke 
zanesljivosti 
(+) Rumena 




3.2.3 Izolacija DNA 
Dermatofitno DNA smo izolirali tako, da smo vzorec plesni, ki je zrasla na tekočem gojišču 
TIO, z mikrobiološko zanko postrgali v mikrocentrifugirko s keramičnimi kroglicami 
(Roche, Basel, Švica), dodali 1 mL fiziološke raztopine in ga centrifugirali dve minuti pri 
70000 obratih na minuto. Nato smo izolacijo DNA izvedli z uporabo komercialno 
dostopnega kompleta MagNA Pure Nucleic Acid Isolation Kit 1 (Roche, Basel, Švica) 
skladno z navodilom proizvajalca. V centrifugirke, primerne za aparat MagNA Pure 
Compact Instrument (Roche, Basel, Švica), smo odpipetirali po 420 µL supernatanta 
centrifugiranih vzorcev kultur dermatofitov. Volumen posameznega vzorca smo nastavili na 
400 µL, volumen eluata pa na 100 µL in nastavili program avtomatske izolacije DNA. Po 
izolaciji smo vzorce DNA do analize qPCR shranili v zamrzovalniku pri –20 ℃. 
3.2.4 Multipleksna qPCR in interpretacija rezultatov 
Pred izvedbo reakcije PCR smo morali izolirano DNA najprej redčiti, saj smo predvidevali, 
da je preveč koncentrirana in bi zato lahko prišlo do inhibicije poteka PCR. Vzorce smo z 
zaporednim redčenjem redčili 10000× tako, da smo v 45 µL čiste vode za PCR dodali 5 µL 
izoliranega vzorca DNA in postopek ponovili še trikrat, pri čemer smo vsakič iz prejšnje 
redčitve prenesli po 5 µL v novih 45 µL čiste vode  za PCR.  
Za izvedbo qPCR smo uporabili komplet DermaGenius® 2.0 (PathoNostics, Maastricht, 
Nizozemska), ki omogoča pomnoževanje in detekcijo pomnožkov polimorfnih zaporedij 
nukleotidov v regijah  ITS1 in ITS2 (13). Pri tem smo skladno z navodili proizvajalca najprej 
pripravili reakcijsko mešanico (Preglednica III) in vsakemu vzorcu dodali še po 0,5 µL 
interne kontrole (bakteriofag M13).  




Preglednica III: Sestava reakcijske mešanice DermaGenius® 2.0 (PathoNostics, Maastricht, 
Nizozemska). 
Reagent Volumen (µL) Na 10 vzorcev (µL) 
Mešanica PCR 1 ali 2 
Polimeraza Taq 







Skupni volumen 20 200 
 
Pri pripravi vsake reakcijske mešanice smo prišteli še dodatni volumen za dva vzorca, ki je 
služil kot rezerva zaradi morebitnih napak ali izgub pri pipetiranju. 
Reakcijsko mešanico smo v volumnih po 20 µL odpipetirali v vdolbinice mikrotitrske 
ploščice (96 vdolbinic) za PCR. Na vsako mikrotitrsko ploščo smo nanesli tudi pozitivno 
(PK1 ali PK2) in negativno (redčitveni pufer) kontrolo proizvajalca, v preostale vdolbinice 
pa odpipetirali po 5 µL vsakega od 10000× razredčenih vzorcev DNA. Pomnoževanje in 
detekcijo tarčne DNA smo izvedli v aparatu LC480 II (Roche, Basel, Švica). Koraki, 
potrebni za izvedbo multipleksne qPCR, so navedeni v Preglednici 4. 
Preglednica IV: Koraki multipleksne PCR v realnem času 
Korak Čas Temperatura v ℃ Funkcija 











Taljenje 2 minuti 96 Denaturacija 
90 sekund 





*aktivna detekcija fluorescence v kanalih 
 




Detekcija je potekala v štirih kanalih, kot je to prikazano v Preglednici V. Rezultate smo 
odčitali s programsko opremo LC480 II (Roche, Basel, Švica). S funkcijo Abs Quant/2nd 
Derivative Max smo najprej preverili, v katerih kanalih je bilo zaznano pomnoževanje tarčne 
DNA in pri katerih vzorcih je bil rezultat pozitiven (ustrezna vrednost Ct).  
Da bi preprečili možnost navzkrižnih interferenc fluorescence, smo z omenjeno programsko 
opremo izvedli tudi barvno kompenzacijo, z uporabo integrirane funkcije Universal 
Colorcomp. V drugem koraku smo analizirali talilne krivulje (Tm), za kar smo uporabili 
funkcijo Tm calling. Tako smo glede na detektirani polimorfizem v regijah  ITS1 in ITS2 
ugotovili, katera vrsta dermatofita je bila prisotna v posameznem vzorcu. Interpretacija 
rezultatov za vsako posamezno reakcijsko mešanico, je prikazana v Preglednicah V in VI.  
 
Preglednica V: Način interpretacije rezultatov multipleksne qPCR pri reakcijski mešanici PCR 1; 
Tm = talilna temperatura; FAM = fluorescein amidin, HEX = heksakloro-fluorescein, ROX = 
rodamin X, cy5 = cianin 5 
Derma Genious® 2.0; vrednosti Tm (℃): reakcijska mešanica PCR 1 
Kanal Tarča Tm (℃) 
Zeleni (456-510) FAM 
 
C. albicans 62.5-65.5 










Oranžni (533-610) ROX 
 
 






Rdeči (618-660) Cy5 
 














Preglednica VI: Način interpretacije rezultatov multipleksne qPCR v realnem času pri reakcijski 
mešanici PCR 2; Tm = talilna temperatura; FAM = fluorescein amidin, HEX = heksakloro-
fluorescein, ROX = rodamin X, cy5 = cianin 5 
Derma Genious® 2.0; vrednosti Tm (℃): reakcijska mešanica PCR 2 
Kanal Tarča Tm (℃) 


















Oranžni (533-610) ROX 
 
 
E. floccosum 68.5-71.5 
Rdeči (618-660) Cy5 
 























V raziskavo vključeni 103 izolati dermatofitov iz kliničnih vzorcev, ki so jih v času od 
novembra 2019 do julija 2020 poslali na IMI za rutinsko mikrobiološko testiranje, so 
pripadali pacientom obeh spolov in različnih starosti. Vzorci so vsebovali izolate 
dermatofitov iz nohtov, las in kože.  Ker je mikroskopski pregled morfologije dermatofitov 
še vedno referenčna metoda, na podlagi katere temelji laboratorijska diagnostika te vrste 
gliv, smo izsledke, ki smo jih pridobili z MS MALDI-TOF in multipleksno qPCR, 
primerjalno ovrednotili glede na rezultate omenjene klasične oz. referenčne metode.   
4.2 KLASIČNA METODA IDENTIFIKACIJE DERMATOFITOV 
V kulturah in vitro gojene izolate dermatofitov smo identificirali na podlagi njihovih makro- 
in mikromorfoloških lastnosti (60). Te identifikacije smo upoštevali kot standarde in z njimi 
primerjali rezultate, pridobljene z MS MALDI-TOF in multipleksno qPCR. Z gojenjem in 
mikroskopskim pregledom morfologije dermatofitov v kulturah smo v 103 vzorcih 
identificirali 53 (51,5 %) primerov vrste Microsporum canis, 20 (19,4 %) Trichophyton 
mentagrophytes, 13 (12,6 %) Trichophyton rubrum, 5 (4,9 %) Trichophyton tonsurans, 3 
(2,9 %) Microsporum gypseum, 3 (2,9 %) Microsporum persicolor, 3 (2,9 %) Trichophyton 
interdigitale, 2 (1,9 %) Trichophyton benhamiae in 1 (1 %) Microsporum ferrugineum 
(Preglednica VII in Slika 6).  
Preglednica VII: Rezultati identifikacije dermatofitov s klasično metodo. 
Klasična metoda Število 
Microsporum canis 53 
Trichophyton benhamiae 2 
Microsporum ferrugineum 1 
Microsporum gypseum 3 
Microsporum persicolor 3 
Trichophyton interdigitale 3 
Trichophyton mentagrophytes 20 
Trichophyton rubrum 13 
Trichophyton tonsurans 5 
Skupaj 103 
 




S klasično metodo nam je torej uspelo identificirati vse dermatofite, ki so zrastli na gojiščih.  
 
 

































4.3 REZULTATI TESTIRANJ Z MS MALDI-TOF  
4.3.1 Rezultati glede na zanesljivost identifikacije pri uporabi gojišč SCA in IDFP 
Po inkubaciji na trdnih gojiščih (od 2 do 5 dni), smo dermatofite iz kultur identificirali z 
aparatom MALDI-TOF MS Bruker BioTyper (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). 
Rezultate smo najprej razvrstili v tri skupine, glede na zanesljivost identifikacije 
dermatofitov (Slika 7).  
Zelo zanesljivo identifikacijo je metoda MS MALDI-TOF podala z vrednostmi v obsegu od 
2,00 do 3,00 (zelena barvna oznaka), identifikacijo nizke zanesljivosti v  obsegu 1,70–1,99 
(rumena barvna oznaka), neuspešno identifikacijo pa v razponu od 0,00 do 1,699 (rdeča 
barvna oznaka). Na tej osnovi smo želeli najprej prikazati razlike med uporabljenima 
trdnima gojiščema SCA in IDFP.  
 
 
Slika 7: Predstavitev zanesljivosti rezultatov identifikacije dermatofitov, ki smo jih gojili na trdnem 
gojišču SCA, z metodo MS MALDI-TOF. Rezultati so prikazani v treh kategorijah: zelena 
(identifikacija z visoko zanesljivostjo), rumena (identifikacija z nizko zanesljivostjo), rdeča 
(neuspešna identifikacija). 
Zelo zanesljivo identifikacijo dermatofitov smo pri uporabi gojišča SCA zabeležili v 35 %, 
identifikacijo z nizko zanesljivostjo v 40 % testiranih vzorcev, neuspešna pa je bila v 25 % 
testiranih vzorcev (Slika 7). Pri uporabi gojišča IDFP smo dermatofite zanesljivo 
identificirali 43 %, nizko zanesljivost identifikacije smo zabeležili v 48 %, neuspešna pa je 












Slika 8: Predstavitev zanesljivosti rezultatov identifikacije dermatofitov, ki smo jih gojili na trdnem 
gojišču IDFP, z metodo MS MALDI-TOF. Rezultati so prikazani v treh kategorijah: zelena 
(identifikacija z visoko zanesljivostjo), rumena (identifikacija z nizko zanesljivostjo), rdeča 
(neuspešna identifikacija). 
Pri primerjavi uporabljenih trdnih gojišč smo opazili razliki v deležih zanesljivih 
identifikacij dermatofitov do rodu in vrste, pri čemer sta bila ta deleža v obeh primerih (rod 
in vrsta) za 8 % manjša pri gojišču SCA, v primerjavi z gojiščem IDFP.  
Najbolj očitna je bila razlika v deležu nezanesljivih identifikacij, ki je v primeru uporabe 
gojišča SCA predstavljal 25 %, v primeru uporabe gojišča IDFP pa 9 % vseh meritev, torej 

















4.3.2 Rezultati identifikacije z MS MALDI-TOF pri uporabi gojišč SCA in IDFP 
glede na vrste dermatofitov  
Rezultati identifikacije dermatofitov, ki so zrastli na obeh trdnih gojiščih, SCA in IDFP, z 
MS MALDI-TOF, so predstavljeni v Preglednici VIII. 
 
Preglednica VIII: Rezultati identifikacije dermatofitov z MS MALDI-TOF v vseh 103 vzorcih 
izolatov. Prikazano je število identificiranih in neidentificiranih dermatofitov do nivoja vrste za 
vsako uporabljeno gojišče (SCA in IDFP), na katerem smo gojili izolate pred analizo z MS 
MALDI-TOF.  
Vrsta dermatofita MS MALDI-TOF; SCA MS MALDI-TOF; IDFP 
Microsporum canis 43 51 
Trichophyton benhamiae 0 0 
Microsporum ferrugineum 0 0 
Microsporum gypseum 3 3 
Microsporum persicolor 0 0 
Trichophyton interdigitale 1 1 
Trichophyton mentagrophytes 1 3 
Trichophyton rubrum 5 12 
Trichophyton tonsurans 24 24 
Neidentificirane glive 26 9 
Skupaj 103 103 
 
 
4.3.2.1 Testiranje vzorcev izolatov dermatofitov, gojenih na gojišču SCA, z MS MALDI-TOF  
Največji delež identificiranih dermatofitov v vzorcih kultur, zraslih na gojišču SCA, je 
predstavljal M. canis z 41,7 % (43/103), nato pa so sledili T. tonsurans s 23,3 % (24/103), 
T. rubrum s 4,9 % (5/103), M. gypseum z 2,9 % (3/103) ter T. interdigitale (1/103) in T. 
mentagrophytes (1/103), vsak s po 1 % (Slika 9).  Ostalih vrst gliv v tem primeru nismo 
uspeli identificirati.  
Velik delež so predstavljale tudi neuspešne identifikacije, in sicer  25,2 % (26/103). 
Vrednosti meritev so bile v teh primerih <1,699 ali pa identifikacija sploh ni bila mogoča, 
saj analizator ni zaznal nobenih vrhov, zato je meritev podal z vrednostjo  0,000.  
 






Slika 9: Grafični prikaz števila z  metodo MS MALDI-TOF identificiranih dermatofitov, ki so zrasli 
na trdnem gojišču SCA, do rodu in vrste. 
 
V predhodnih dveh odstavkih smo opisali le rezultate identifikacije dermatofitov do nivoja 
vrste. Ker smo želeli izvedeti, v kolikšni meri se rezultati, pridobljeni z MS MALDI-TOF, 
pri uporabi gojišča SCA ujemajo s tistimi, ki smo jih določili s klasično metodo, smo za vsak 





















MS MALDI-TOF s SCA




Preglednica IX: Prikaz pravilnih identifikacij dermatofitov (do vrste), predhodno gojenih na 
gojišču SCA, z metodo MS MALDI-TOF (vrednosti ≥ 1,7) glede na rezultate referenčne klasične 
metode (gojišče SCA). 
Dermatofit MALDI-TOF s SCA / 
klasična metoda 
Microsporum canis 43 / 53 
Trichophyton benhamiae 0 / 2 
Microsporum ferrugineum 0 / 1 
Microsporum gypseum 3 / 3 
Microsporum persicolor 0 / 3 
Trichophyton interdigitale 0 / 3 
Trichophyton mentagrophytes 0 / 20 
Trichophyton rubrum 5 / 13 
Trichophyton tonsurans 3 / 5 
Pravilna identifikacija 54 / 103 
 
Ugotovili smo, da je bila identifikacija z MS MALDI-TOF ob predhodni uporabi gojišča 
SCA v izolatih z M. canis  pravilna v 79,2 % (43/53), v izolatih s T. rubrum v 38,5 % (5/13), 
tistih s T. tonsurans pa 60 % (3/5). V celoti (3/3) (100 %) pa smo potrdili prisotnost M. 
gypseum v izolatih, ki so jo vsebovali glede na izsledke klasične identifikacije.  
Neuspešni smo bili pri identifikacijah T. benhamiae (0/2), M. ferrugineum (0/1), M. 
persicolor (0/3), T. interdigitale (0/3) in T. mentagrophytes (0/20).  Z metodo MS MALDI-
TOF smo enega od obeh izolatov s T. benhamiae, ki smo ju predhodno gojili na gojišču 
SCA, identificirali kot T. mentagrophytes, drugega pa sploh nismo mogli analizirati 
(vrednost »score« <1,7). Tudi v vseh 3 izolatih z M. persicolor smo bili pri identifikaciji 
neuspešni, saj je bila vrednost »score« <1,7. Dve tretjini  izolatov s T. interdigitale je metoda 
MS MALDI-TOF napačno identificirala kot T. tonsurans, pri eni tretjini pa identifikacija 
sploh ni bila mogoča (vrednost »score« <1,7).  
Izolat z M. ferrugineum (1/1) smo napačno identificirali kot T. tonsurans. Poleg tega smo 
kar 16 od 20 izolatov s T. mentagrophytes napačno identificirali kot T. tonsurans ter 1 od 20 
kot T. interdigitale, zato je pri ostalih izolatih (3/20) vrednost ostala <1,7. Tako smo z MS 




MALDI-TOF ob predhodni uporabi gojišča SCA, uspeli pravilno, glede na rezultate 
klasičnega testiranja, identificirati dermatofite v le 52,4 % (54/103) izolatov.  
Da bi lahko natančneje opredelili, kje točno oz. pri katerih vrstah izolatov je prišlo do napak 
pri identifikaciji ter s kolikšno zanesljivostjo jih je program MBT Microflex Flex Control 
(Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija) podal, smo za vsak izolat posebej analizirali vrednost, 
ki jo je določil omenjeni program . Rezultati analize teh podatkov so prikazani v Preglednici 
X.  
Preglednica X: Prikaz vrednosti »score« in pravilnosti rezultatov, določenih z metodo MS MALDI-
TOF, po predhodni uporabi gojišča SCA za gojenje izolatov z znanimi dermatofiti, identificiranimi 


















Microsporum canis 26/53 0/53 17/53 0/53 10/53 0/53 
Trichophyton 
tonsurans 
1/5 8/5 2/5 13/5 2/5 0/5 
Trichophyton 
interdigitale 
0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 
Trichophyton 
mentagrophytes 
0/20 0/20 0/20 0/20 1/20 3/20 
Trichophyton 
rubrum 
1/13 0/13 4/13 0/13 7/13 0/13 
Microsporum 
gypseum 
0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 
Microsporum 
persicolor 
0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 
Trichophyton 
benhamiae 
0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2 
Microsporum 
ferrugineum 
0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 
 




Identifikacija izolatov z M. canis, predhodno gojenih na gojišču SCA, je bila med vsemi 
izolati najuspešnejša, saj smo jih z metodo MS MALDI-TOF pravilno identificirali z visoko 
stopnjo zanesljivosti, saj le pri 10 od 53 tovrstnih izolatov identifikacija ni uspela (vrednost 
»score« <1,7), napačnih identifikacij pa v teh primerih ni bilo.  
Nekoliko bolj mešane rezultate smo opazili pri izolatih s T. rubrum, kjer smo z MS MALDI-
TOF pravilno identificirali 1 od 13  z vrednostjo »score« >2  ter  4 od 13 z vrednostmi >1,7. 
Identifikacija pri 7 od 13 pa ni uspela, saj so vrednosti »score« oz. zanesljivosti, ki jih je 
program dodelil  v teh primerih ostale <1,7. 
Še posebej so nas presenetili rezultati nepravilnih identifikacij izolatov, ki so vsebovali  T. 
tonsurans, pri katerih smo zabeležili visoko stopnjo zanesljivosti, a žal nepravilnih 
identifikacij, z vrednostmi »score« >2 pri 8/5 in >1,7 pri 13/5 izolatih. Takega rezultata 
nismo dobili pri nobeni drugi vrsti dermatofitov.  
Prav tako nas je presenetila nizka raven identifikacije izolatov s T. mentagrophytes, ki smo 
jih sicer s klasično metodo identificirali 20. Z identifikacijo z metodo MS MALDI-TOF s 
predhodno uporabo gojišča SCA nam namreč ni uspelo pravilno potrditi nobenega od teh 
izolatov, le pri enem od njih pa je bil vrednost identifikacije <1,7. Enako velja tudi za izolate 
s T. benhamiae. 
Izolatov vrste M. persicolor z metodo MS MALDI-TOF nismo uspeli identificirati, saj je 
bila pri vseh (3/3) vrednost identifikacije <1,7. Nasprotne rezultate pa smo dobili v primeru 













4.3.2.2  Testiranje vzorcev izolatov dermatofitov, gojenih na gojišču IDFP, z MS MALDI-
TOF 
Največji delež z metodo MS MALDI-TOF identificiranih dermatofitov v izolatih je tudi v 
primeru predhodne uporabe gojišča IDFP predstavljal M. canis z 49,5 % (51/103), ki so mu 
sledili T. tonsurans 23,3 % (24/103), T. rubrum z 11,7 %, (12/103), M. gypseum in T. 
mentagrophytes s po 2,9 % (v obeh primerih 3/103) ter T. interdigitale z 1 % (1/103). Delež 
neidentificiranih izolatov pa je bil 8,7 % (9/103)  (Slika 10).  
 
Slika 10: Grafični prikaz števila z  metodo MS MALDI-TOF identificiranih dermatofitov, ki so 
zrasli na trdnem gojišču IDFP, do rodu in vrste. 
Podobno kot pri uporabi gojišča SCA smo tudi pri uporabi gojišča IDFP identificirali 6 vrst 
dermatofitov. Razlike smo opazili pri M. canis, kjer je bil delež tako identificiranih izolatov 
po uporabi gojišča IDFP 49,5 % (51/103) večji od tistega, določenega po uporabi gojišča 
SCA, in sicer za 7,8 odstotnih točk ter le za 2 odstotni točki manjši kot pri identifikaciji tega 
dermatofita s klasično metodo.  
Pri identifikaciji T. rubrum je bil delež tako identificiranih izolatov, gojenih na gojišču IDFP, 
za 6,8 odstotnih točk večji kot v primeru uporabe gojišča SCA in le za 0,9 odstotne točke 
manjši kot tisti, določen s klasično metodo. Delež izolatov, v katerih smo identificirali T. 
tonsurans, je bil enak ne glede na uporabljeno gojišče, in sicer 23,3 % (24/103). Delež s T. 
mentagrophytes identificiranih izolatov pa je bil za 1,9 odstotnih točk večji pri uporabi 
gojišča IDFP (3/103) kot pri uporabi gojišča SCA, a še vedno za 16,5 odstotnih točk manjši 
kot pri identifikaciji s klasično metodo.  












MS MALDI-TOF z IDFP




Deleža M. gypseum v izolatih, ki smo ju določili z metodo MS MALDI-TOF po uporabi 
gojišč SCA in IDFP sta se ujemala s tistim, ki smo ga pridobili s klasično metodo (3/103). 
Tudi deleža izolatov, ki so vsebovali T. interdigitale se med uporabljenima gojiščema nista 
razlikovala (1%; 1/103), v primerjavi s klasično metodo pa sta bila nižja za 1,9 odstotnih 
točk (3/103).  
Delež neuspešno identificiranih dermatofitov v izolatih je bil pri uporabi gojišča IDFP 
(9/103) v primerjavi z SCA (26/103), manjši za 16,5 odstotnih točk, v primerjavi s klasično 
metodo identifikacije (0/103), pa še vedno visok. Identifikacije T. benhamiae, M. 
ferrugineum in M. persicolor z MS MALDI-TOF pa ne glede na uporabljeno gojišče niso 
bile uspešne. 
Da bi ponovno ugotovili, v kolikšni meri so bili dobljeni rezultati identifikacij dermatofitov 
v izolatih z metodo MS MALDI-TOF v kombinaciji z gojiščem IDFP pravilni, smo jih 
primerjali s tistimi, ki smo jih pridobili z referenčno klasično metodo. Rezultati te analize so 
prikazani v Preglednici XI. Visoko mero ujemanja smo ugotovili pri dokazovanju prisotnosti 
M. canis, kjer sta se deleža pravilnih identifikacij, določenih z MS MALDI-TOF in s 
klasično metodo, ujemala v 96,2 % (51/53).  
Pri dokazu prisotnosti M. gypseum v izolatih smo dosegli 100 % (3/3) pravilno identifikacijo. 
Pri izolatih T. interdigitale, pa smo bili z uporabo metode MS MALDI-TOF in gojišča IDFP 
manj uspešni, saj smo pravilno identificirali le enega od treh izolatov, ki ga je vseboval, kar 
znaša 33,3 %. Še slabše rezultate smo zabeležili pri testiranju izolatov s T. mentagrophytes, 
v katerih smo jih pravilno identificirali le 10 % (2/20).  
Boljši rezultat smo dosegli pri prepoznavanju T. rubrum, ki smo ga pravilno identificirali v 
76,9 % (10/13). Pravilno identifikacijo, v primerjavi s klasično metodo, smo v izolatih, ki so 
vsebovali T. tonsurans dosegli v 60 % (3/5).  
Identifikacija ostalih vrst izolatov dermatofitov, ki smo jih vključili v raziskavo, pa ni bila 
pravilna. To velja za T. benhamiae (0/2), M. ferrugineum (0/1) in M. persicolor (0/3). 
Skupno smo torej z metodo MS MALDI-TOF in predhodno uporabo gojišča IDFP v 
proučevanih izolatih pravilno identificirali 68 % (70/103) dermatofitov.  
 
 




Preglednica XI: Število pravilnih identifikacij dermatofitov do vrste z uporabo metode MS MALDI-
TOF in gojišča IDFP (vrednosti ≥ 1,7) v primerjavi s klasično metodo. 
Dermatofit MS MALDI-TOF z IDFP / klasična 
metoda 
Microsporum canis 51 / 53 
Trichophyton benhamiae 0 / 2 
Microsporum ferrugineum 0 / 1 
Microsporum gypseum 3 / 3 
Microsporum persicolor 0 / 3 
Trichophyton interdigitale 1 / 3 
Trichophyton mentagrophytes 2 / 20 
Trichophyton rubrum 10 / 13 
Trichophyton tonsurans 3 / 5 
Pravilna identifikacija 70 / 103 
 
Da bi lahko natančneje opredelili, pri katerih izolatih je prišlo do napak pri identifikaciji in 
s kolikšno zanesljivostjo so bile te določene s programom MBT Microflex Flex Control, smo 
za vsak vzorec analizirali vrednost, ki jo je program podal. Rezultate analize podatkov 















Preglednica XII: Prikaz vrednosti zanesljivosti  identifikacij različnih dermatofitov, določenih z 


















Microsporum canis 32/53 0/53 19/53 0/53 2/53 0/53 
Trichophyton 
tonsurans 
2/5 6/5 1/5 15/5 0/5 0/5 
Trichophyton 
interdigitale 
1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Trichophyton 
mentagrophytes 
2/20 0/20 0/20 1/20 1/20 0/20 
Trichophyton 
rubrum 
0/13 0/13 10/13 2/13 1/13 0/13 
Microsporum 
gypseum 
0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 
Microsporum 
persicolor 
0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 
Trichophyton 
benhamiae 
0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2 
Microsporum 
ferrugineum 
0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 
 
Identifikacija dermatofita M. canis je bila med vsemi najbolj uspešna, saj smo ga z metodo 
MS MALDI-TOF ob uporabi gojišča IDFP pravilno identificirali z visoko stopnjo 
zanesljivosti, pri čemer ga nismo uspeli dokazati v le 2/53 izolatov (vrednost rezultata <1,7), 
napačnih identifikacij pa v tem primeru ni bilo.  
T. rubrum smo v izolatih pravilno identificirali z vrednostjo rezultata >2 v 0 od 13, z 
vrednostmi >1,7 v 10 od 13, nepravilno pa v 2 od 13 (vrednosti >1,7) vzorcev. V  1 od 13 
izolatov identifikacije nismo pridobili, saj je bila vrednost rezultata, ki jo je določil program, 
<1,7. 




Še posebej so nas presenetile nepravilne identifikacije T. tonsurans, pri katerem smo določili 
visoko stopnjo zanesljivosti nepravilnih rezultatov (vrednosti >2) v 6/5 in (>1,7) v 15/5 
izolatih, česar v tako veliki meri nismo opazili pri nobeni drugi vrsti dermatofitov.  
Podobno kot pri uporabi gojišča SCA nas je presenetila tudi nizka raven identifikacije 
izolatov T. mentagrophytes, ki smo jih sicer z referenčno  klasično metodo identificirali 20. 
Pri testiranjih z metodo MS MALDI-TOF in predhodno uporabo gojišča IDFP smo z 
vrednostjo rezultatov >2 uspeli ta dermatofit pravilno določiti v 2 od 20, nepravilno pa v 1 
od 20 izolatov, z vrednostjo >1,7.  Pri 1 od 20 izolatov je program določil vrednost rezultata 
<1,7, enako pa se je zgodilo tudi pri identifikaciji T. benhamiae. 
Prisotnosti dermatofitov vrst M. persicolor (3/3) in M. ferrugineum  (1/1) z metodo MS 
MALDI-TOF in predhodno uporabo gojišča IDFP nismo uspeli identificirati (vrednost 
identifikacije <1,7). Nasprotne rezultate pa smo zabeležili pri M. gypseum, kjer smo vse 3 
izolate, ki so ga vsebovali, uspeli pravilno identificirati (zanesljivost rezultatov >1,7). 
 
4.3.3 Primerjava rezultatov metode MS MALDI-TOF glede na uporabljeno gojišče 
Za boljšo primerjavo pridobljenih rezultatov in natančnejšo opredelitev ugotovitve, da 
dobimo z gojiščema SCA in IDFP različne rezultate, smo izvedli McNemarjev statistični test 
(Preglednica XIII). Postavili smo naslednji hipotezi:  
H0: Med gojiščema SCA in IDFP ni razlik v identifikaciji dermatofitov z MS MALDI-TOF. 
Ha: Med gojiščema SCA in IDFP so razlike v identifikaciji dermatofitov z MS MALDI-
TOF. 
Preglednica XIII: Podatki in enačbe za izvedbo McNemarjevega testa za primerjavo rezultatov, 
pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF, po predhodni uporabi gojišč SCA in IDFP. Ne –  do 
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d.f = (s-1)*(v-1) = (2-1)*(2-1) = 1 
χ𝑡𝑎𝑏
2  = 3,8414 
χ𝑒𝑥𝑝
2  > χ𝑡𝑎𝑏
2  
Ker je bila vrednost χ𝑒𝑥𝑝
2  > χ𝑡𝑎𝑏
2 , smo ničelno hipotezo zavrgli in sklepali, da se identifikacija 
dermatofitov, zraslih na gojišču SCA, statistično značilno razlikuje od tiste, določene po 
uporabi gojišča IDFP. 
4.4 Multipleksna qPCR 
Po inkubaciji vzorcev v tekočem gojišču TIO, smo iz poraslih dermatofitov najprej izolirali 
DNA s kompletom MagNA Pure Nucleic Acid Isolation Kit 1 (Roche, Basel, Švica), nato 
pa izvedli multipleksno qPCR skladno z navodili proizvajalca reagenčnega kompleta 
DermaGenius® 2.0 (PathoNostics, Maastricht, Nizozemska). Meritve smo izvedli z napravo 
Light Cycler 480 II (LC480 II; Roche, Basel, Švica). Reagenčni komplet DermaGenius® 2.0 
vsebuje dva seta komponent za pripravo reakcijske mešanice. Prvi je namenjen detekciji 
gliv, ki najpogosteje povzročajo okužbe nohtov (T. interdigitale, T. tonsurans, T. 
rubrum/soudanense, T. violaceum in C. albicans), drugi pa detekciji gliv, ki so pogosto 
vpletene v okužbe kožne povrhnjice in las oz. dlak (T. benhamiae, T. verrucosum, M. canis, 
M. audouinii in E. floccosum). Meritve rezultatov potekajo v štirih različnih kanalih, kjer 
DNA obsevamo z lasersko svetlobo različnih valovnih dolžin. Prvi del rezultatov smo s 
programsko opremo LC480 II pridobili s funkcijo »Abs Quant/2nd Derivative Max« tako, 
da je ta zaznala, v katerem kanalu je prišlo do porasta signala (vrednost Ct).  
Drugi del rezultatov in s tem tudi identifikacijo dermatofitov do vrste, pa smo določili z 
analizami talilnih krivulj (Tm), z uporabo funkcije »Tm calling«. Vrednost Tm je namreč 
specifična za vsako posamezno vrsto dermatofita.  
Da smo zajeli celoten spekter najpogostejših dermatofitov, smo uporabili obe reakcijski 
mešanici, rezultati pa so povzeti v Preglednici XIV in prikazani na Slika 11. 
 




Preglednica XIV: Število identificiranih dermatofitov v proučevanih izolatih, določeno z 
multipleksno qPCR. 
Vrsta dermatofita Št. identificiranih izolatov z multipleksno 
qPCR 
Microsporum canis 53 
Trichophyton benhamiae 5 
Microsporum ferrugineum 0 
Microsporum gypseum 0 
Microsporum persicolor 0 
Trichophyton interdigitale 23 
Trichophyton mentagrophytes 1 
Trichophyton rubrum 13 
Trichophyton tonsurans 2 




Slika 11: Grafični prikaz števila identificiranih dermatofitov do vrste v proučevanih izolatih (n = 
103),  določenih z multipleksno qPCR v realnem času. 
 












Multipleksna PCR v realnem času




4.4.1 Rezultati prvega dela meritev z uporabo reakcijske mešanice 1 (DermaGenius® 
2.0) 
Z reakcijsko mešanico 1 smo določali prisotnost naslednjih dermatofitov: T. interdigitale, T. 
tonsurans, T. mentagrophytes v rumenem kanalu (HEX 533–580 nm) (Sliki 13 in 14); T. 
rubrum/T. soudanense, T. volaceum v oranžnem kanalu (ROX 533–610 nm), interno 
kontrolo pa v rdečem kanalu (Cy5 618–660 nm) (Slika 12). 
 
Slika 12: Spekter amplifikacijskih krivulj, ki prikazuje porast fluorescence v rdečem kanalu (618–
660 nm), namenjenemu za vrednotenje interne kontrole 1,  v odvisnosti od števila ciklov PCR. V 
vseh testiranih vzorcih je prišlo do pomnoževanja DNA IC 1 in s tem do porasta fluorescence. 
Sklepamo, da je bilo zato uspešno tudi pomnoževanje dermatofitne DNA. 
Drugi največji delež vseh identificiranih dermatofitov, in sicer 22,3 %, je predstavljal T. 
interdigitale (23/103) (Preglednica XIV). V tem delu analize smo določili še deleža T. 
mentagrophytes 1 % (1/103)  in T. tonsurans 1,9 % (2/103) (Slika 13). Delež T. rubrum pa 
je bil 12,6 % (13/103) (Slika 11).  





Slika 13: Amplifikacijske krivulje prikazujejo porast fluorescence v rumenem kanalu (533–580 
nm), v odvisnosti od števila ciklov PCR. Vzorce izolatov, v katerih se je signal povečal nad pražno 
vrednost Ct, smo opredelili kot pozitivne, in sicer za skupino dermatofitov vrste T. interdigitale, T. 




Slika 14: Talilne krivulje prikazujejo upad fluorescenc v  izolatih 4 (siva krivulja) in 4R (redčen 
izolat 4, rumena krivulja);  v rumenem kanalu (533–580 nm) v odvisnosti od vrednosti talilne 
temperature (Tm). Na podlagi vrednosti Tm smo v vsakem vzorcu identificirali ustrezen dermatofit 
do vrste, ki jo je omogočala detekcija v tem kanalu (T. interdigitale, T. tonsurans in T. 
mentagrophytes). 
 




4.4.2 Rezultati drugega dela meritev z reakcijsko mešanico 2 (DermaGenius® 2.0) 
Z reakcijsko mešanico 2 (DermaGenius® 2.0) smo določali prisotnost dermatofitov T. 
benhamiae in T. verrucosum v zelenem kanalu (FAM 455–510 nm); M. canis in M. audouinii 
v rumenem kanalu (HEX 533–580 nm) (Sliki 16 in 17) ter E. floccosum v oranžnem kanalu 
(ROX 533–610 nm). Interno kontrolo pa smo enako kot prej preverjali v rdečem kanalu 
(Slika 15).  
 
Slika 15: Spekter amplifikacijskih krivulj, ki prikazuje porast fluorescence v rdečem kanalu (618–
660 nm, namenjenemu za vrednotenje interne kontrole 1,  v odvisnosti od števila ciklov PCR. V 
vseh testiranih vzorcih je prišlo do pomnoževanja DNA IC 2 in s tem do porasta fluorescence. 
Sklepamo, da je bilo zato uspešno tudi pomnoževanje dermatofitne DNA.  
Največji delež vseh identificiranih dermatofitov je predstavljala vrsta M. canis, z 51,5 %. 
(53/103). Delež potrjenega T. benhamiae pa je bil 4,9 % (5/103) (Slika 11).  





Slika 16: Amplifikacijske krivulje prikazujejo porast fluorescence v rumenem kanalu (533–580 nm) 
v odvisnosti od števila ciklov PCR. Vzorce izolatov, v katerih se je signal povečal nad pražno 
vrednost Ct, smo opredelili kot pozitivne, in sicer za skupino dermatofitov vrst M. canis in M. 
audouinii. V naslednjem koraku pa smo jih identificirali s pomočjo vrednosti Tm. 
 
 
Slika 17: Talilne krivulje prikazujejo upad fluorescenc v  izolatih 1 (zelena krivulja) in1R (redčen 
izolat 4; vijolična krivulja)  v rumenem kanalu (533–580 nm) v odvisnosti od vrednosti talilne 
temperature (Tm). Na podlagi vrednosti Tm smo v vsakem vzorcu identificirali ustrezen dermatofit 
do vrste, ki jo je omogočala detekcija v tem kanalu (M. canis in M. audouinii).  
 




Pri 6/103 izolatov oz. pri 5,8 % je bila identifikacija dermatofita neuspešna. Občutljivost 
reagenčnega kompleta DermaGenius® 2.0 je bila 94,2 %, saj smo z njegovo uporabo 
prepoznali 97 od 103 dermatofitov v izolatih.  
Predstavljeni podatki prikazujejo le identifikacije, določene do nivoja vrste, kar pa ne 
pomeni, da so bile  te pravilne. Ker smo hoteli izvedeti, v kolikšni meri se tako določeni 
rezultati ujemajo s tistimi, ki smo jih pridobili s klasično referenčno metodo, smo za vsak 
izolat posebej izvedli primerjavo. Število pravilnih identifikacij posameznih vrst 
dermatofitov v proučevanih izolatih ter s tem primerjava med metodo multipleksne qPCR in 
klasično metodo je prikazano v Preglednici XV. 
Preglednica XV: Število pravilnih identifikacij dermatofitov, določenih z  multipleksno qPCR v 
realnem času, v primerjavi s tistimi, ki smo jih pridobili z referenčno klasično metodo. DG = 
reagenčni komplet DermaGenius® 2.0 (Pathonostics, Maastricht, Nizozemska). 
Dermatofit Multipleksna qPCR z DG / 
klasična metoda  
Microsporum canis 53 / 53 
Trichophyton benhamiae 2 / 2 
Microsporum ferrugineum 0 / 1 
Microsporum gypseum 0 / 3 
Microsporum persicolor 0 / 3 
Trichophyton interdigitale 3 / 3 
Trichophyton mentagrophytes 1 / 20 
Trichophyton rubrum 11 / 13 
Trichophyton tonsurans 2 / 5 
Pravilna identifikacija 72 / 103 
 
Od vseh proučevanih izolatov, ki so vsebovali dermatofite, smo jih pravilno identificirali v 
69,9 % (72/103). V vseh primerih smo z multipleksno qPCR pravilno identificirali prisotnost 
M. canis (53/103), kar se je 100% ujemalo z izsledki klasične metode (Preglednica XV). 
Delež potrjenih dermatofitov T. benhamiae je bil pri uporabi multipleksne qPCR za 3 
odstotne točke (5/103) večji kot pri klasični metodi (2/103), kar pomeni da smo jih v 3 
izolatih napačno identificirali, medtem ko z metodo MS MALDI-TOF te vrste dermatofitov 
sploh nismo mogli identificirati.  




Presenetil nas je visok delež nepravilnih identifikacij vrste T. interdigitale. Z referenčno 
klasično metodo smo te dermatofite identificirali v 3 od 103 izolatov, z multipleksno qPCR 
pa v 23 od 103, kar je za 19,4 odstotnih točk več.  
Pravilno smo z multipleksno qPCR identificirali vse 3 izolate, ki so dejansko vsebovali T. 
interdigitale, ostale napačne določitve tega dermatofita pa kažejo, da smo z uporabo 
reagenčnega kompleta DermaGenius® 2.0  kot take  identificirali tiste vzorce, ki so dejansko 
vsebovali npr. T. mentagrophytes, T. tonsurans in T. rubrum. Z multipleksno qPCR smo 
uspeli pravilno identificirati 1 od 20 izolatov s T. mentagrophytes, kar je za kar 18,4 
odstotnih točk manj glede na izsledke klasične metode. Sklepali smo, da je bilo tako majhno 
število pravilnih identifikacij T. mentagrophytes najverjetneje povezano s skoraj 
sorazmernim večjim deležem T. interdigitale. Medtem je bila identifikacija izolatov vrste T. 
rubrum uspešnejša, saj smo te dermatofite pravilno identificirali v 11 od 13 izolatov glede 
na rezultate, pridobljene s klasično metodo (Preglednica XV).  
Z molekularno-biološkim pristopom (13/103) smo v dveh izolatih napačno identificirali T. 
rubrum, ki smo ga z referenčno klasično metodo potrdili v 11 od 103 vzorcev izolatov. 
Prisotnost T. tonsurans smo z multipleksno qPCR pravilno identificirali v 2 od 5 izolatov, 
ki so ga dejansko vsebovali, pri čemer smo jih v ostalih 3 izolatih napačno identificirali kot 
druge vrste dermatofitov. 
Medtem je bilo v primerih ostalih vrst dermatofitov ujemanje slabše. Opazili smo, da s 
komercialno dostopnim reagenčnim kompletom DermaGenius® 2.0 v proučevanih izolatih 
nismo mogli identificirati dermatofitov M. ferrugineum, M. gypseum in M. persicolor, saj za 
te vrste dermatofitov ne vsebuje oligonukleotidnih sond, kar je seveda pomanjkljivost pri 











4.4.3 Primerjava rezultatov metod multipleksne qPCR in MS MALDI-TOF z 
uporabo obeh trdnih gojišč (IDFP in SCA) 
Da bi bolje ovrednotili, katera od primerjanih metod je boljša za identifikacijo dermatofitov 
in ali so razlike med njima statistično značilne, smo izvedli McNemarjev test, s katerim smo 
primerjali rezultate identifikacij z MS MALDI-TOF s predhodnim gojenjem izolatov na 
trdnih gojiščih IDFP (Preglednica XVI) in SCA (Preglednica XVII) ter multipleksne qPCR 
z uporabo reagenčnega kompleta DermaGenius® 2.0.  
Postavili smo naslednji hipotezi:  
H0: Med metodama MALDI-TOF MS z uporabo gojišč IDFP in SCA ter multipleksno qPCR 
ni statistično značilnih razlik pri identifikaciji dermatofitov. 
Ha: Med metodama MALDI-TOF MS z uporabo gojišč IDFP in SCA ter multipleksno qPCR 
obstajajo statistično značilne razlike pri identifikaciji dermatofitov. 
Preglednica XVI: Podatki in enačbe za izvedbo McNemarjevega testa za primerjavo rezultatov, 
pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF, po predhodni uporabi gojišča IDFP in z multipleksno 
qPCR z uporabo reagenčnega kompleta  DermaGenius® 2.0. Ne –  do identifikacije ni prišlo; Da – 
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 = 0,4444 
d.f = (s-1)*(v-1) = (2-1)*(2-1) = 1 
χ𝑡𝑎𝑏
2  = 3,8414 
χ𝑒𝑥𝑝
2  < χ𝑡𝑎𝑏
2  
Ker je bila vrednost χ𝑡𝑎𝑏
2  < χ𝑒𝑥𝑝
2 , ničelne hipoteze nismo mogli zavreči. Zato smo sklepali, 
da med metodama ni statistično značilnih razlik, kar pomeni, da omogočata primerljive 
rezultate identifikacije dermatofitov. 




Preglednica XVII: Podatki in enačbe za izvedbo McNemarjevega testa za primerjavo rezultatov, 
pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF, po predhodni uporabi gojišča SCA in z multipleksno 
qPCR z uporabo reagenčnega kompleta  DermaGenius® 2.0. Ne –  do identifikacije ni prišlo; Da – 
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 = 13,885 
χ𝑡𝑎𝑏
2  = 3,8414 
χ𝑒𝑥𝑝
2  > χ𝑡𝑎𝑏
2  
Ker je bila vrednost χ𝑒𝑥𝑝
2  > od χ𝑡𝑎𝑏
2 , smo ničelno hipotezo zavrgli in sklepali, da se 
identifikacija dermatofitov z uporabo metode MS MALDI-TOF s predhodno uporabo 














Da bi natančneje opredelili razlike v identifikacijah dermatofitov med primerjanima 
metodama, smo primerjali rezultate, ki smo jih pridobili z njima. Podatki o številu pravilnih 
identifikacij določenih s posamezno metodo glede rezultate, pridobljene z referenčno 
klasično metodo, so prikazani v Preglednici XVIII. Za boljšo predstavo o razmerjih med 
pravilnimi, nepravilnimi in neidentificiranimi dermatofiti, pa smo dodatno oblikovali še 
Sliko 18, ki predstavlja te podatke za vsako posamezno analizno metodo.   
Preglednica XVIII: Število pravilnih identifikacij dermatofitov, določenih s posamezno primerjano 
metodo (MS MALDI-TOF s predhodno uporabo gojišč SCA in IDFP ter multipleksno qPCR z 
uporabo reagenčnega kompleta  DermaGenius® 2.0) v primerjavi z rezultati referenčne klasične 















Microsporum canis 51 / 53 43 / 53 53 / 53 
Trichophyton benhamiae 0 / 2 0 / 2 2 / 2 
Microsporum ferrugineum 0 / 1 0 / 1 0 / 1 
Microsporum gypseum 3 / 3 3 / 3 0 / 3 
Microsporum persicolor 0 / 3 0 / 3 0 / 3 
Trichophyton interdigitale 1 / 3 0 / 3 3 / 3 
Trichophyton mentagrophytes 2 / 20 0 / 20 1 / 20 
Trichophyton rubrum 10 / 13 5 / 13 11 / 13 
Trichophyton tonsurans 3 / 5 3 / 5 2 / 5 
Pravilna identifikacija 70 / 103 54 / 103 72 / 103 






Slika 18: Grafična predstavitev števila uspešnih identifikacij dermatofitov v izolatih s primerjanimi 
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Dermatofiti povzročajo površinske okužbe kože, nohtov, lasišča in las. Ker niso sposobni 
rasti pri 37 oC, ne morejo prodreti v globlje plasti kože in izzvati sistemskih okužb (3). Z 
encimsko razgradnjo keratina in razraščanjem hif povzročajo mehanske poškodbe v 
poroženelih slojih kože, v nohtih in laseh. Posledice okužbe z njimi in njihovega razraščanja 
v koži se kažejo v obliki eritema in luščenja, v nekaterih primerih tudi kot pojav papul, 
vezikul in razjed (3).  
Najbolj uporabljena metoda za laboratorijsko diagnostiko glivičnih okužb je izolacija 
povzročiteljev iz kužnine, ki je nujna tudi za njihovo nadaljnjo identifikacijo (1, 19). 
Izolacija in identifikacija dermatofitov, gojenih v kulturah in vitro, je klasična metoda, ki je 
tudi v okviru naše raziskave predstavljala referenčni standard, s katerim smo nato primerjali 
rezultate, pridobljene z metodama MS MALDI-TOF in multipleksno qPCR v realnem času. 
Pri tem smo se želeli čim bolj približati rezultatom referenčne klasične metode, saj bi lahko 
z uvedbo teh metod v rutinsko delo Laboratorija za diagnostiko dermatofitov na IMI 
omogočili hitrejšo identifikacijo dermatofitov, kvasovk in ne-dermatofitnih plesni na oz. v 
koži, laseh in nohtih (13).  
Naš cilj je bil tudi ugotoviti razlike med primerjanima metodama in tako ugotoviti, katera bi 
bila primernejša za rutinsko delo ter še dodatno preveriti, ali metoda MS MALDI-TOF daje 
zanesljivejše rezultate, če za predhodno gojenje dermatofitov v preiskovanih izolatih 
uporabimo novejše gojišče IDFP namesto rutinsko uporabljanega gojišča SCA. 
Izvedbe navedenih nalog smo se lotili tako, da smo v zbranih izolatih s klasično metodo 
identificirali prisotne dermatofite. Pri tem smo bili v vseh primerih uspešni, saj smo na ta 
način do njihove vrste identificirali vse dermatofite, ki so zrasli na gojiščih. Pri tem smo 
ugotovili, da so dermatofiti vrste M. canis predstavljali največji delež med vsemi, ki smo jih 
identificirali v preučevanih izolatih. To ni bilo nikakršno presenečenje, saj gre za enega 
izmed najpogostejših povzročiteljev dermatofitoz pri nas (1, 71).  
Glede na podatke, ki jih v literaturi navajajo avtorji, je na področju Slovenije najpogosteje 
izoliran dermatofit T. rubrum (41,30 %), in sicer iz kože in nohtov, sledi mu M. canis (24,20 
%), najpogosteje prisoten v postržkih kože, nato pa T. mentagrophytes (21,13 %), ki ga prav 
tako najpogosteje izolirajo iz kože (61).  
 




6.1 Interpretacija rezultatov, pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF s 
predhodno uporabo trdnih gojišč SCA in IDFP 
Po določitvi prisotnih dermatofitov v izolatih s klasično metodo, smo se najprej osredotočili 
na primerjavo rezultatov njihovih identifikacij, pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF po 
predhodni uporabi dveh različnih trdnih gojišč, SCA in IDFP. Gojišče SCA (angl. sulfite 
cycloserine azide agar) je trdno gojišče, katerega selektivnost omogočata D-cikloserin in 
natrijev azid, poleg teh pa vsebuje tudi železo in sulfit, ki ga dermatofiti potrebujejo za 
sulfitolizo (16). 
Novost na področju gojenja dermatofitnih plesni predstavlja trdno gojišče ID-Fungi Plates 
(Conidia®, Quincieux, Francija). Njegova posebnost je, da ima na površini nameščeno 
selektivno prepustno membrano, ki omogoča prehajanje hranil do na njem gojenih 
dermatofitov in s tem njihovo rast, hkrati pa ne omogoča razraščanje hif v samo gojišče (32).  
Po pregledu rezultatov identifikacij dermatofitov v vzorcih izolatov, ki smo jih gojili na 
gojišču SCA, smo ugotovili, da smo lahko z metodo MS MALDI-TOF pravilno identificirali 
le 4 različne vrste dermatofitov, medtem ko smo jih s klasično metodo zanesljivo določili 9. 
Ob primerjavi deležev identificiranih dermatofitov, smo ne glede na pravilnost ali 
nepravilnost identifikacij pri nekaterih vrstah dermatofitov opazili precejšnja odstopanja 
med rezultati, pridobljenimi z referenčno klasično metodo in z MS MALDI-TOF po 
predhodnem gojenju izolatov na gojišču SCA. Presenetil nas je predvsem velik delež (23,3 
%) identificiranih izolatov T. tonsurans, ki je bil za kar 18,4 odstotnih točk večji kot pri 
uporabi klasične metode (4,9 %).  
Nasprotno pa smo dermatofite T. mentagrophytes z metodo MS MALDI-TOF s predhodno 
uporabo gojišča SCA uspeli določiti v 1 % proučevanih izolatov, s klasično metodo pa smo 
jih identificirali v 19,4 % vzorcev. M. canis je tako kot pri uporabi klasične metode 
identifikacije (51,5 %) tudi pri analizi z MS MALDI-TOF in uporabi gojišča SCA, 
predstavljal največji delež (41,7 %), ki pa je bil še vedno za 9,8 odstotnih točk nižji, kot bi 
moral biti. 
Raziskovalci navajajo, da je metoda MS MALDI-TOF v večini raziskav izkazovala >90% 
uspešno identifikacijo gliv, pri čemer pa se vrednosti, določene s  programsko opremo 
MALDI BioTyper, med raziskavami nekoliko razlikujejo (62).  




O rezultatih,  podobnih našim, poročajo tudi avtorji, ki glivnih kultur, tako kot mi, pred 
analizo niso pripravili s polno proteinsko ekstrakcijo. Raven identifikacije je bila v tem 
primeru med 53 % in 64,1 % (63).  
Delež naših pravilnih in s tem uspešnih identifikacij dermatofitov, določenih z metodo MS 
MALDI-TOF v povezavi s predhodnim gojenjem izolatov na gojišču SCA, je bil 52,4 %. 
Identifikacija je bila uspešna pri 77 od 103 vključenih izolatih in je s tem potekla v 74,8 %, 
toda ta odstotek je zavajajoč, saj so vanj vključene tako pravilne kot nepravilne 
identifikacije.  
Boljše rezultate navajajo v raziskavi, kjer so od 285 izolatov dermatofitov, napram klasični 
metodi, z MALDI-TOF MS uspeli identificirati 78,2 %. V tej raziskavi so za gojenje 
uporabili Sabouraudov dekstrozni agar z dodatkom cikloheksimida (31). Drugi avtorji pa 
poročajo o slabših rezultatih. Tako so Theel in sod. objavili, da so z uporabo metode MS 
MALDI-TOF dosegli 59,6% občutljivost pri analizi 171 izolatov, pri čemer so uporabljali 
komercialno dostopno podatkovno bazo Bruker (MBL), dopolnjeno z dodatnimi spektri 
kliničnih izolatov dermatofitov (39, 45).  
Tudi Packeu in sod. navajajo, da so bili rezultati identifikacije brez polne proteinske 
ekstrakcije pod 40 %, medtem ko L'Ollivier in sod. poročajo, da so dosegli 97,76% uspešnost 
identifikacije dermatofitov v 130 od 133 kliničnih izolatih (39, 74). Navedeni rezultati 
različnih avtorjev se torej precej razlikujejo, naši pa se še najbolje ujemajo s tistimi, ki so jih 
objavili Theel in sod. (45). 
Na osnovi vseh navedenih ugotovitev smo sklepali, da je v našem primeru lahko prišlo do 
tako velikih razlik in napak pri identifikaciji zato, ker smo analizo izvedli brez polne 
proteinske ekstrakcije dermatofitov. Vir napak in posledičnih odstopanj rezultatov od tistih, 
določenih z referenčno klasično metodo, bi lahko bilo tudi samo gojišče SCA, saj se je bilo 
pri vzorčenju kultur zelo težko izogniti temu, da ga med nanašanjem vzorca na ploščico za 
analizo z MS MALDI-TOF ne bi postrgali skupaj z dermatofiti. Gojišče SCA namreč lahko 
spremeni spektralni profil oz. prstni odtis dermatofitov, kar lahko vodi v napačno ali 
neuspešno identifikacije. Vzrok za težave pa je lahko tudi različna starost in s tem 
sporuliranost kultur ter neujemanje spektrov s tistimi, ki se nahajajo v knjižnici Bruker 
Byopter (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). 




Ena izmed hipotez, ki smo si jih zastavili v okviru magistrske naloge, vsebuje trditev, da 
omogoča uporaba trdnega gojišče ID-Fungi Plates zanesljivejšo in lažjo identifikacijo 
dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF v primerjavi z gojiščem SCA. To hipotezo smo z 
našimi izsledki uspešno potrdili. 
Identifikacija dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF po predhodni uporabi gojišča SCA 
je bila pravilna v 52,4 % izolatov, po predhodni uporabi gojišča IDFP pa v 68 % vseh 103 
proučevanih izolatov. Identifikacija z metodo MS MALDI-TOF po predhodnem gojenju 
izolatov na gojišču IDFP je bila uspešnejša tudi zato, ker je bil delež neidentificiranih 
dermatofitov v izolatih statistično značilno manjši kot pri predhodni uporabi gojišča SCA.  
Z gojenjem dermatofitov na gojišču IDFP smo lahko izključili napake, ki bi lahko izvirale 
iz motenj zaradi sestave gojišča, saj je selektivno prepustna membrana preprečila, da bi ga 
poleg same kulture dermatofitov postrgali in nanesli na nosilec MALDI (Bruker Daltonik, 
Bremen, Nemčija). Ker pa je bila razlika med deležem pravilnih identifikacij, pridobljenih z 
MS MALDI-TOF po gojenju izolatov na gojišču IDFP (68 %), in tistim, ki smo ga določili 
z uporabo referenčne klasične metode, še vedno precej očitna, smo sklepali, da je do napak 
v identifikaciji lahko prišlo zaradi neujemanja eksperimentalnih spektrov s tistimi v 
razpoložljivi knjižnici Bruker Biotyper.  
Do podobnih ugotovitev so prišli tudi nekateri drugi avtorji, ki so primerjali uporabi gojišč 
IDFP in SGC2 (angl. Sabouraud gentamicin chloramphenicol 2 agar). Zaključili so, da je 
težavna identifikacija dermatofitov posledica uporabe pomanjkljivih podatkovnih baz ter 
standardiziranih laboratorijskih testov. Tudi uporaba najustreznejšega gojišča bi lahko 
predstavljala korak k standardizaciji. Opazili smo, da različni avtorji navajajo različne 
protokole za gojenje filamentnih gliv z uporabo tekočih ali trdnih gojišč, različnih časov 
inkubacije ter načinov ekstrakcije (64).  
Najboljše rezultate pri neposredni identifikaciji dermatofitov, brez proteinske ekstrakcije, 
(78 %) so z uporabo metode MS MALDI-TOF dobili po 72 urah inkubacije izolatov na 
trdnem gojišču IDFP (64). Delež pravilnih in nepravilnih identifikacij, ki smo ga določili v 
okviru naših poskusov z uporabo gojišča IDFP brez polne proteinske ekstrakcije, je bil 91,3 
%, pri čemer smo  dermatofite pravilno identificirali v 68 % vseh obravnavanih izolatov (n 
= 103). 




Nekateri avtorji navajajo, da lahko dobro stopnjo identifikacije dosežemo tudi po daljši dobi 
inkubacije oz. gojenja, in sicer do 30 dni. Rosalie in sod. so potrdili trditev proizvajalca 
Conidia®, da je delo z gojiščem IDFP lažje kot z gojišči brez membrane. Izpostavili so tudi 
pomanjkljivosti Brukerjeve podatkovne baze ter potrebo po njeni posodobitvi, s čimer bi 
povečali občutljivost metode MS MALDI-TOF (64).  
Do podobnih izsledkov smo prišli tudi mi, zato se strinjamo z njihovimi ugotovitvami. Iz 
rezultatov, kjer smo primerjali zanesljivost identifikacije (ID) dermatofitov po gojenju 
izolatov na gojiščih SCA (pravilna ID v 52,4 %. nepravilna ID v 22,4 %  in neuspešna ID v 
25,2 % izolatov) in IDFP (pravilna ID v 68 %, nepravilna ID v 23,3 % in neuspešna ID v 8,7 
% izolatov), smo sklepali, da je imela prav izbira gojišča velik vpliv na uspešnost in 
zanesljivost identifikacije dermatofitnih plesni z metodo MS MALDI-TOF (Slika 18). 
Kvaliteta knjižnice referenčnih spektrov je torej ena izmed glavnih omejitev identifikacije 
dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF. Za njihovo uspešno prepoznavanje v vsakdanji 
laboratorijski praksi so komercialno dostopne podatkovne baze, ki so trenutno na voljo, 
preveč pomanjkljive, zato bi jih bilo potrebno dopolniti z večjim številom referenčnih 
spektrov za vsako posamezno vrsto dermatofitov (35).   
Pomembno odkritje, ki ga avtorji navajajo kot potencialen vir napačnih identifikacij, je tudi 
sama biologija dermatofitov, ki je pogost vzrok za navzkrižno reaktivnost (premajhna 
variabilnost znotraj razpona 2-20 kDa), kar je pogost pojav pri vrstah T. interdigitale in T. 
tonsurans, še posebej v primerih, ko v laboratoriju ni na voljo izobraženega in izkušenega 
osebja s področja mikologije, ki bi lahko dermatofite pravilno identificirali s klasično 
metodo z mikroskopiranjem njihovih morfoloških značilnosti (64).  
Tudi mi smo ugotovili, da je bilo število izolatov s  T. tonsurans, ki smo jih identificirali z 
metodo MS MALDI-TOF, veliko (24), pri čemer pa smo jih s klasično metodo določili kot 
T. mentagrophytes (16/24) in kot T. interdigitale (3/24) (Preglednici XIII in XIV). Napačne 
identifikacije T. tonsurans z MS MALDI-TOF kažejo, da je bil za to odgovoren program 
MBT Microflex Flex Control, ki je namesto pravile prisotnosti T. mentagrophytes in T. 
interdigitale v gojenih izolatih napačno identificiral T. interdigitale, T. mentagrophytes, T. 
benhamiae, T. rubrum in M. ferrugineum.  
 




Razlike v deležih pravilnih identifikacij smo opazili tudi dermatofitih vrste T. rubrum, za 
katere smo z metodo MS MALDI-TOF po predhodnem gojenju izolatov na gojišču IDFP 
pravilno identificirali 10/13 vzorcev, po predhodnem gojenju izolatov na gojišču SCA pa 
5/13 izolatov. Dva izolata, ki sta vsebovala T. rubrum, smo z metodo MS MALDI-TOF po 
predhodni uporabi gojišča IDFP napačno identificirali kot T. tonsurans, v enem izolatu pa 
identifikacija ni bila mogoča. 
De Hoog in sod. so navzkrižno reaktivnost omenjenih vrst dermatofitov pripisali visoki meri 
ujemanja v izražanju proteinov in njihovi bližnji sorodnosti. Avtorji poročajo tudi o nujnosti 
izboljšanja kvalitete podatkovnih baz, še posebej pri razlikovanju med T. interdigitale in T. 
benhamiae. Kljub napredku in izboljšavam metode MS MALDI-TOF pa rezultati 
objavljenih raziskav kažejo, da je uporaba referenčne klasične metode še vedno nujna za 
natančno diagnostiko dermatomikoz, ki je je MS MALDI-TOF očitno še ne more ustrezno 
nadomestiti (64). Teoretično bi sicer lahko z večjim številom spektrov za vsako posamezno 
vrsto dermatofita, shranjenih v podatkovnih bazah, bolje pokrili razlike znotraj njihovih 
posameznih skupin, ki so posledica razlik v izločanju proteinov, uporabljenih pogojev 
gojenja in/ali starosti kultur (31). 
Na podlagi naših rezultatov, njihove statistične analize in poglobljenega pregleda literature 
smo ugotovili, da bi lahko z uvedbo gojišča IDFP v rutinsko delo laboratorija po vsej 
verjetnosti izboljšali identifikacijo dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF. V nadaljnjih 
preiskavah z uporabo tega gojišča pa bi morali ovrednotiti še, ali je le-to primerno za gojenje 
dermatofitnih kultur neposredno iz kužnine. Podatki iz literature namreč nakazujejo, da je 
gojenje na tem trdnem gojišču v primerjavi z drugimi zahtevnejše, saj se vzorci izolatov las 










6.2 Interpretacija rezultatov, pridobljenih z metodo multipleksne qPCR 
Po identifikaciji dermatofitov v proučevanih izolatih s klasično metodo in metodo MS 
MALDI-TOF s predhodnim gojenjem na trdnih gojiščih SCA in IDFP, smo izvedli še 
njihovo identifikacijo z multipleksno PCR v realnem času (qPCR). Slednja je hitra in 
občutljiva metoda, ki omogoča detekcijo ene ali več vrst dermatofitov neposredno iz 
kliničnega vzorca z uporabo vrstno-specifičnih sond (51). Princip multipleksne qPCR 
temelji na prileganju specifičnih začetnih oligonukleotidov (sond) na tarčno DNA ter s tem 
detekcijo in identifikacijo več vrst dermatofitov hkrati v eni sami reakciji PCR (56, 58). 
Naše izolate smo najprej razdelili v dve skupini, in sicer glede na mesto njihove 
najpogostejše izolacije. V prvo skupino smo vključili izolate tistih vrst dermatofitov, ki 
prvenstveno okužijo nohte (T. interdigitale, T. tonsurans., T. mentagrophytes in T. rubrum), 
prisotnost njihove DNA pa določali z reakcijsko mešanico 1.  
V drugo skupino pa smo vključili izolate tistih vrst dermatofitov, ki najpogosteje okužijo 
povrhnjico kože in lase (T. benhamiae in M. canis), ter prisotnost njihove DNA ugotavljali 
z uporabo reakcijske mešanice 2. Izolate, ki so vsebovali vrste M. ferrugineum, M. gypseum 
in M. persicolor, smo testirali z uporabo obeh reakcijskih mešanic.  
Največjo razliko med deleži identifikacij, določenih s klasično metodo in multipleksno 
qPCR, smo opazili pri dermatofitih vrste T. mentagrophytes in T. interdigitale. Delež 
identificiranih dermatofitov T. mentagrophytes (0,97 %) je bil za kar 18,4 odstotnih točk 
manjši kot v primeru uporabe klasične metode, s katero smo v 20 od skupno 103 izolatih 
potrdili njihovo prisotnost (Slika 11). Delež dermatofitov T. interdigitale, identificiran z 
uporabo multipleksne qPCR, je bil 22,3 %, tisti, ki smo ga določili s klasično metodo pa 2,9 
%.  
Dermatofitni kompleks Trichophyton mentagrophytes, v katerega uvrščamo T. 
mentagrophytes sensu stricto, T. interdigitale, T. erinacei, T. quinckeanum, T. benhamiae in 
še devet različnih genotipov T. mentagrophytes / T. interdigitale, ki so si med seboj 
morfološko podobni, vsebuje dermatofite, ki so tretji najpogostejši vzrok dermatofitoz pri 
nas (71, 76). Ker spadata obe vrsti (T. mentagrophytes in T. interdigitale) v isti kompleks, 
ki ga imenujemo kompleks Trichophyton mentagrophytes, ne moremo sklepati, da so bile 
naše identifikacije omenjenih dermatofitov napačne.  




Naše izsledke lahko pojasnimo na podlagi klasifikacije T. interdigitale (antropofilen 
dermatofit) in T. mentagrophytes (zoofilen dermatofit), saj gre v principu za istega 
povzročitelja, ki ju lahko razlikujemo le glede na ekološko nišo, medtem ko sta si na nivoju 
DNA tesno sorodna (13). Na osnovi pridobljenih rezultatov in podatkov iz navedene 
literature smo sklepali, da bi morali za zanesljivo identifikacijo in ustrezno razlikovanje 
dermatofitov v kompleksu Trichophyton mentagrophytes, poleg molekularno-biološke 
identifikacije DNA upoštevati tudi morfologijo in predvsem anamneze pacientov, s pomočjo 
katere izvemo za vir okužbe (zoofilen ali antropofilen dermatofit) (45).  
Pri primerjavi rezultatov identifikacij dermatofitnih vrst T. mentagrophytes in T. 
interdigitale z multipleksno qPCR z izsledki metode MS MALDI-TOF s predhodno uporabo 
gojišča SCA, smo ugotovili, da teh dveh vrst nismo uspeli pravilno identificirati, tega pa ni 
spremenila niti uporaba gojišča. Zato sklepamo da je do napak pri identifikacijah z metodo 
MS MALDI-TOF (na račun majhnih deležev identifikacij T. interdigitale in T. 
mentagrophytes, je bil večji delež vzorcev napačno identificiran kot T. tonsurans) prišlo 
predvsem zaradi pomanjkljivih spektrov v uporabljeni podatkovni knjižnici. Za nedvoumno 
razločevanje med vrstami v kompleksu T. mentagrophytes bi morali sekvencirati vmesne 
distančnike ITS (angl. internal transcribed spacer) (65). 
Delež z multipleksno qPCR potrjenih prisotnosti T. tonsurans v izolatih (2/103) je bil za 3 
% manjši kot pri uporabi klasične metode, saj smo z uporabo reagenčnega kompleta 
DermaGenius® 2.0 (Pathonostics, Maastricht, Nizozemska) dva izolata T. tonsurans 
identificiral kot T. rubrum, enega pa kot T. interdigitale. Delež izolatov s T. rubrum (11/13), 
določen z multipleksno qPCR se je skoraj ujemal s tistim, ki smo ga potrdili s klasično 
metodo, pri čemer smo v dveh izolatih z molekularno-biološkim testom prisotni T. rubrum 
napačno identificirali kot T. interdigitale. 
O vzrokih za tovrstne razlike v identifikacijah so poročali in razpravljali na kongresu »8th 
Trends in Medical Mycology  2017« v Beogradu (Srbija). Te anomalije so pripisali premalo 
specifičnim sondam, ki so vključene v reagenčni komplet DermaGenius® 2.0 ter opozorili 
na potrebo po njegovi izboljšavi (66). 
Medtem pa je bilo ujemanje v identifikacijah še slabše pri nekaterih drugih vrstah 
dermatofitov, saj s komercialno dostopnim reagenčnim kompletom DermaGenius® 2.0 
izolatov vrste M. ferrugineum, M. gypseum in M. persicolor sploh nismo mogli identificirati. 




Komplet namreč za te vrste dermatofitov ne vsebuje začetnih oligonukleotidov, kar je 
izrazita pomanjkljivost identifikacije dermatofitov z multipleksno qPCR. Zaradi tega nismo 
mogli identificirati prisotnih dermatofitov v 6 izolatih, zato je bil delež neidentificiranih 
vzorcev 5,8 % (6/103), kar pa je v primerjavi z uporabo metode MS MALDI-TOF in 
predhodne uporabe gojišča SCA malo (25,2 %; 26/103) in primerljivo z deležem pri uporabi 
MS MALDI-TOF s predhodnim gojenjem izolatov na gojišču IDFP (8,7 %; 9/103). Lažno 
negativni rezultati oz. deleži neuspešnih identifikacij bi lahko bili tudi posledica prisotnosti 
inhibitorjev v vzorcih, ki jih morda tekom izolacije DNA nismo uspeli odstraniti (67). 
Prav tako smo opazili, da je kljub 10000-kratnemu redčenju vzorcev dermatofitne DNA v 
nekaterih od njih prišlo do zaviranja reakcij PCR in s tem do odsotnosti pomnoževanja. Te 
analize smo po dodatnem redčenju ponovili in uspeli izvesti identifikacijo. O zaviranju PCR 
zaradi prevelike koncentracije DNA v testiranih vzorcih poročajo tudi v literaturi in za njeno 
detekcijo predlagajo uporabo interne kontrole (67).  
Poleg tega pa avtorji navajajo, da bi bile potrebne tudi optimizacije samega reagenčnega 
kompleta DermaGenius® 2.0 (DG) in izolacijskega postopka DNA pred analizo, s čimer bi 
se lahko učinkovito izognili opisanim težavam (68). Z uporabo reagenčnega kompleta DG 
smo identificirali 94,2 % dermatofitov v proučevanih izolatih, pri čemer pa so v ta delež 
vključene tako pravilne kot tudi nepravilne identifikacije. Pravilno smo na ta način uspeli 
identificirati 72 od 103 testiranih izolatov, kar pomeni, da smo dosegli 69,9% analitsko 
specifičnost. O podobnih ugotovitvah so poročali tudi na kongresu Evropskega združenja za 
klinično mikrobiologijo in infekcijske bolezni (ESCMID), kjer so z ocenjevanjem 
reagenčnega kompleta DG ugotovili, da je njegova občutljivost 92,6%, specifičnost pa 85% 
(69).  
Rezultati študije, v okviru katere so preskušali omenjeni reagenčni komplet za identifikacijo 
dermatofitnih plesni neposredno iz vzorcev odstriženih nohtov, so pokazali njegovo 80% 
občutljivosti in 74,4% specifičnost v testih PCR v primerjavi z izsledki histoloških preiskav 
in gojenja izolatov na gojišču. Zaključili so, da se ugotovljena 88,4% učinkovitost 
reagenčnega kompleta DG pri identifikacije povzročiteljev onikomikoz ni razlikovala od 
učinkovitosti kombinacije histološkega pristopa in gojenja izolatov (68). 
 




Iz naših rezultatov nismo mogli pridobiti podatkov o klinični specifičnosti in napovedni 
vrednosti metode multipleksne qPCR, saj smo testirali le vzorce, ki so bili na prisotnost 
dermatofitov predhodno že identificirani s klasično diagnostiko. Zato bi bilo potrebno 
oblikovati dodatno raziskavo, v okviru katere bi testirali tako pozitivne kot tudi negativne 
oz.  neuspešno identificirane vzorce.  
Njeno koristnost podpirajo tudi ugotovitve nekaterih avtorjev, ki v objavljenih člankih 
poročajo, da so lahko v nekaterih primerih s kompletom DermaGenius® 2.0 identificirali 
dermatofite tudi takrat, ko ti niso zrasli tekom gojenja na gojišču. S takim pristopom, bi torej 
lahko ugotovili klinično občutljivost metode multipleksne qPCR. Neuspešna identifikacija 
dermatofitov po predhodnem gojenju izolatov je lahko posledica bodisi kontaminacije oz. 
hkratne okužbe z drugimi povzročitelji, npr. predvsem okužba nohtov s C. albicans in 
drugimi nedermatofitnimi glivami, kakor tudi protiglivičnega zdravljenja v času odvzema 
vzorca (68).  
Ena od glavnih pomanjkljivosti multipleksne qPCR in drugih molekularno-bioloških metod, 
ki temeljijo na principu PCR, je, da ne moremo zaznati in identificirati povzročiteljev tistih 
dermatofitoz, za katere v uporabljenem reagenčnem kompletu ni specifičnih začetnih 
oligonukleotidov za pomnoževanje njihovih DNA. To večinoma velja le za redkejše vrste 
dermatofitov, sicer pa je identifikacija najpogostejših povzročiteljev dermatofitoz večinoma 
uspešna. Te trditve veljajo tudi za naše rezultate, saj redko izoliranih vrst dermatofitov, M. 
ferrugineum, M. gypseum in M. persicolor, nismo uspeli identificirati, z ostalimi vrstami, ki 
pa so pogosti povzročitelji okužb pa v veliki večini primerov nismo imeli težav. Zato so 
menimo, da so molekularno-biološke metode primerne za dopolnitev klasične laboratorijske 
diagnostike dermatofitov, ki pa je ne morejo v celoti nadomestiti. Kljub temu so tovrstne 
analizne metode obetavne, še posebej zaradi potencialno skrajšanega časa, ki ga porabimo 
do izvida in s tem hitrejše diagnostike (70).  
 
 




6.3 Primerjava rezultatov, pridobljenih z metodama multipleksne qPCR ter 
MS MALDI-TOF s predhodno uporabo gojišč IDFP in SCA 
Da bi dokončno ugotovili, ali obstaja med rezultati, pridobljenimi s primerjanima metodama, 
statistično značilna razlika in katera izmed njiju je primernejša za uporabo v rutinskem 
diagnostičnem laboratoriju, smo izvedli McNemarjev statistični test. 
Ugotovili smo, da so bili rezultati identifikacije dermatofitov z metodo MS MALDI-TOF s 
predhodnim gojenjem izolatov na trdnem z gojišču IDFP primerljivi s tistimi, ki smo jih 
pridobili z multipleksno qPCR (Preglednica XVIII). Glede na rezultate identifikacij z 
metodo MS MALDI-TOF in s predhodno uporabo gojišča SCA, ki jo trenutno uporabljamo 
pri rutinski identifikaciji dermatofitov (Slika 18), pa smo zaključili, da daje multipleksna 
qPCR boljše rezultate. 
Čeprav so bili rezultati identifikacije z metodo MS MALDI-TOF  in predhodno uporabo 
gojišča IDFP primerljivi z rezultati multipleksne qPCR, pa je za negativen izvid testiranja z 
metodo MS MALDI-TOF, ne glede na vrsto uporabljenega gojišča za gojenje dermatofitov, 
še vedno potrebno čakati od enega do štiri tedne, saj morajo glivice najprej zrasti v kulturi, 
da lahko vzorec le-te nanesemo na nosilec MALDI in izvedemo analizo.  
Da bi lahko ovrednotili, ali lahko z metodo multipleksne qPCR z uporabo reagenčnega 
kompleta DermaGenius® 2.0 ta čas do izvida skrajšamo, bi morali izvesti dodatno raziskavo, 








7 SKLEP   
Rezultati, ki smo jih pridobili v okviru magistrske naloge, so obetavni in kažejo, da bi 
trenutno diagnostiko dermatofitov lahko dopolnili z molekularno-biološkimi metodami. S 
statistično analizo naših rezultatov smo dokazali, da lahko z multipleksno qPCR v izolatih 
kužnin zanesljiveje identificiramo najpogostejše povzročitelje dermatofitoz kot z metodo 
MS MALDI-TOF s predhodnim gojenjem izolatov na gojišču SCA, ki ga trenutno 
uporabljamo v rutinski diagnostiki. 
Glede na to, da je bila uspešnost identifikacije z metodo MS MALDI-TOF in predhodno 
uporabo trdnega gojišča IDFP 68% (v primeru uporabe gojišča SCA je bila ta 52,4%), bi 
bilo v prihodnosti verjetno bolj smiselno pri rutinskem delu nadomestiti gojišče SCA z IDFP, 
saj lahko s slednjega hitreje postrgamo vzorce kultur najpogosteje prisotnih dermatofitov in 
jih nato identificiramo. Da pa bi to trditev zanesljivo dokazali, bi morali ovrednotiti še, ali 
je gojišče IDFP primerno za  gojenje dermatofitov, odvzetih neposredno iz kužnine. Za tiste 
dermatofite, ki potrebujejo daljši čas gojenja, da razvijejo značilne morfološke strukture in 
je zato njihova identifikacija z metodo MS MALDI-TOF dolgotrajnejša in obenem tudi manj 
zanesljiva, pa bi lahko uporabili molekularno-biološke metode (uspešnost njihove 
identifikacije z metodo multipleksne qPCR z uporabo komercialno dostopnega reagenčnega 
kompleta DermaGenius® 2.0  je bila v našem primeru 69,9%). 
Smiselno bi bilo tudi izboljšati identifikacijo z metodo MS MALDI-TOF, in sicer tako, da 
bi izboljšali knjižnice, ki bi temeljile na shranjenih spektrih tako sporuliranih kot 
nesporuliranih kultur dermatofitov. Trenutno namreč za identifikacijo dermatofitov z MS 
MALDI-TOF uporabljamo le nesporulirane kulture, medtem ko njihova identifikacija s 
klasično metodo temelji na prepoznavanju morfologije sporuliranih kultur. Zato bi bilo 
dobro, da bi podatkovno bazo spektrov MS razširili in s tem omogočili večji obseg in boljšo 
identifikacijo dermatofitov (12).  
Klinične specifičnosti primerjanih metod nismo mogli določiti, saj smo testirali kulture 
gojenih izolatov dermatofitov in ne kužnin neposredno. Da bi lahko pridobili te podatke, bi 
morali izvesti dodatno raziskavo, v katero bi vključili vse vzorce, tudi tiste, pri katerih 
gojenje v njih prisotnih dermatofitov ni bilo uspešno. Prav tako bi morali v okviru take 
raziskave preveriti, ali je identifikacija najpogostejših dermatofitov z multipleksno qPCR in 
uporabo reagenčnega kompleta DermaGenius® 2.0 mogoča v vzorcu, odvzetem neposredno 
iz kužnine (lasje, nohti, luske kože), s čimer bi lahko resnično skrajšali čas od prejema vzorca 




do izdanega izvida in uvedbe ustreznega zdravljenja. Še vedno namreč ostaja odprto 
vprašanje o smiselnosti vpeljave molekularno-bioloških tehnik v rutinski diagnostični 
laboratorij za dokazovanje dermatomikoz. Odgovor nanj pa bi bil odvisen tudi od strokovnih 
in časovnih zmožnosti razpoložljivega laboratorijskega osebja (71).  
Poleg tega predstavljata težavo tudi količina vzorca za analizo, ki ga je ponavadi premalo, 
da bi lahko izvedli tako klasično kot tudi molekularno-biološko identifikacijo dermatofitov 
ter prisotnost zaviralcev reakcije PCR, z izjemo onikomikoz. Pri teh se namreč pojavlja 
nasprotna težava, in sicer preveč vzorca oz. prevelika količina dermatofitne DNA, kar 
povzroča zaplete pri izvedbi molekularno-bioloških analiznih metod, ob tem pa obstaja tudi 
večja možnost za kontaminacijo vzorcev. Težava se lahko pojavi tudi pri interpretaciji 
rezultatov, saj mora biti osebje ustrezno izobraženo za izvajanje in vrednotenje molekularno-
bioloških diagnostičnih testov, poleg tega pa je pomembno tudi vprašanje cenovne 
učinkovitosti pri vpeljavi tovrstnih analiznih metod (18, 78, 82). Kljub temu pa ostaja 
multipleksna qPCR obetavna metoda, s katero bi lahko dopolnili običajno laboratorijsko 
diagnostiko (68). 
Obe delovni hipotezi, ki smo si jih zastavili, smo z rezultati našega dela le delno potrdili: 
• Pokazali smo, da multipleksna qPCR omogoča zanesljivo identifikacijo najpogosteje 
prisotnih povzročiteljev dermatofitoz pri nas, kar v največji meri velja za M. canis. Kljub 
temu pa bi morali izvesti še dodatno raziskavo, s katero bi ovrednotili, ali je ta metoda 
primerna za uporabo pri vsakdanjem delu v diagnostičnem laboratoriju.  
 
• Z analizo rezultatov, pridobljenih z metodo MS MALDI-TOF s predhodno uporabo trdnih 
gojišč SCA in IDFP, smo dokazali, da je identifikacija dermatofitov zanesljivejša, če 
izolate kliničnih vzorcev pred analizo gojimo  na gojišču IDFP, kar omogoča tudi lažjo 
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